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La presente Tesis Doctoral aborda la temática de la Medicina 
Regenerativa mediante el empleo de la Terapia Celular. En concreto, el 
trabajo se centra en la utilización de células madre mesenquimales 
adultas para regenerar tejidos afectados por determinadas patologías, en 
el campo de la medicina clínica veterinaria, en concreto en la especia 
canina. 
 
Como es sabido, en los últimos quince años ha ocurrido una 
verdadera revolución en este campo, apoyada por una concepción muy 
novedosa que trata de buscar alternativas terapéuticas, reales y eficaces, 
para el tratamiento de enfermedades que, a día de hoy, tienen mala o 
muy difícil solución. Por lo tanto, esta tesis aporta un grado más de 
conocimiento en un tema de máximo interés científico. 
  
La investigación llevada a cabo identifica objetivos concretos, 
específicos y claros, a ser abordados utilizando una amplia estrategia 
metodológica, adecuada a esos retos propuestos. 
 
Como consecuencia de lo anterior, se han obtenido unos resultados de 
interés, que dan respuesta concreta a cuestiones que, o bien estaban poco 
descritas, o todavía no habían sido tratadas, en concreto en la especie 
animal objeto de estudio. Así, este documento podrá servir también 
como guía de trabajo para investigaciones futuras, que puedan continuar 
en nuestro Departamento o que puedan dar lugar a determinadas 
colaboraciones con otros laboratorios. 
 
Respecto de las características formales de esta Tesis Doctoral, es un 
documento que se presenta con una estructura ordenada y lógica, con 
unos apartados bien compensados unos con otros. Los antecedentes 
históricos, los objetivos, las herramientas metodológicas, los resultados y 
la discusión de los mismos, están desarrollados con claridad y rigor 
científico, haciéndolos incluso comprensivos y próximos a estudiantes 
predoctorales. La bibliografía, un capítulo de especial importancia y 
utilidad en un trabajo de investigación, es muy completa y bien acotada 
sobre el eje central de esta tesis, recogiendo trabajos actualizados. 
 
 Es por todo lo anterior que, como directores de la presente Tesis 
Doctoral, hacemos una valoración global muy positiva del trabajo 
realizado, desempeñado por el doctorando en un ambiente de trabajo que 
le ha permitido formarse en una rama de la biología que desconocía 
previamente, y de la que, a nuestro juicio, ha sacado el máximo 
provecho, según los parámetros que habitualmente se exigen a un 
doctorando en este período de formación. En este sentido, fruto de este 
trabajo se han obtenido 2 publicaciones científicas, una de ellas ya 
publicada y la otra en evaluación, así como varios poster, 
comunicaciones y ponencias a congresos y otros foros, a destacar una 
presentación oral en la pasada reunión anual de la Red de Terapia 
Celular (TerCel), auspiciada por el Instituto de Salud Carlos III. 
  
  
En esta situación ha tenido mucho que ver la actitud del propio 
estudiante, de quien destacamos su enorme entusiasmo por la 
investigación biomédica, su capacidad de trabajo y su gran tesón en el 
seguimiento y consecución de las tareas y objetivos que se le han 
planteado durante su estancia en nuestro grupo. 
 
Finalmente, consideramos que no deben hacerse modificaciones 
previas a la presentación formal de la presente Tesis Doctoral. 
 
 
Por todo ello, se autoriza la presentación de la tesis doctoral. 
 
 
Córdoba, 16 de Febrero de 2015. 
 
Firma de los directores. 
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 La Tesis Doctoral presentada por D. Antonio José Villatoro Jiménez, 
dirigida por los Dres. José A. Andrades Gómez y Silvia Claros Gil, se 
adecua perfectamente a la normativa actual sobre este tipo de proyectos de 
investigación, presentando un correcto diseño experimental y unos 
resultados cuya valoración y discusión han sido muy bien analizados, 
valorados, interpretados y contrastados. Desde el punto de vista de su 
aportación al campo de la biología y de la medicina veterinaria, y haciendo 
hincapié sobre todo en el segundo, considero que este trabajo abre una 
novedosa línea de investigación y aporta nuevas formas de tratar diferentes 
patologías caninas, facilitando la recuperación total o parcial de la salud y 




 Al igual que los Directores de la referida Tesis Doctoral, quiero resaltar 
que el doctorando ha manifestado un enorme interés y entusiasmo en este 
trabajo de  investigación que le ha llevado a actualizar y profundizar sus 
conocimientos en el campo de la biomedicina, y que junto a su actitud y 
esfuerzo, y gracias al imprescindible apoyo del grupo de investigación al 
que pertenecen sus directores de Tesis y a la coordinación de los mismos, le 
ha permitido desarrollar el mismo. 
 
 Por todo lo anterior, y visto el informe y valoración favorable de los 
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 La terapia con células multipotenciales del estroma mesenquimal 
(MSCs) comienza a ser una realidad en medicina canina, donde sus 
resultados están creando grandes expectativas, no solo para el 
tratamiento de enfermedades de difícil curación en esta especie, sino 
también considerando al perro como modelo animal preclínico, cuyos 
resultados pueden ser extrapolados a la especie humana.  
 
 Ante la falta de estudios comparativos en esta especie sobre las dos 
principales fuentes de MSCs empleadas en medicina veterinaria, 
investigamos y comparamos el comportamiento in vitro, de las MSCs de 
médula ósea (cBM-MSCs) y tejido adiposo (cAd-MSCs) procedentes del 
mismo individuo.  
 
 Se valoró la Eficiencia de las técnicas de obtención de las muestras, 
aislamiento de sus MSCs, características del cultivo, proliferación, 
identificación, fenotipado de sus marcadores de superficie y capacidad 
de diferenciación osteogénica, condrogénica y adipogénica, demostrando 
que ambos tipos celulares son aptos para terapia celular en esta especie. 
 
 A pesar de que ambas presentan un perfil inmunofenotípico similar, 
con expresión positiva de marcadores mesenquimales CD29, CD90 y 
STRO-1 (descrita por primera vez para cAd-MSCs) y negativa de los 
hematopoyéticos CD34, CD45 y MHC-II, encontramos ciertas 
diferencias entre ellas. 
 
El tejido adiposo es la fuente que posee un mayor rendimiento celular 
a partir de la siembra del mismo número de mononucleares con 
diferencia significativa (p<0,001) comparado con la médula ósea, donde 
además cAd-MSCs han demostrado una capacidad de proliferación 
significativamente mayor (p<0,001).  
 
Ambos tipos son capaces de diferenciarse hacia linajes mesodérmicos; 
las cBM-MSCs lo hacen mejor hacia los linajes osteogénico y 






Con la importancia que adquiere la criopreservación en el desarrollo 
de estas terapias avanzadas en medicina veterinaria, hemos querido 
determinar el medio crioprotector óptimo para cada fuente y la 
influencia de la crioconservación sobre ellas. 
 
Se compararon cuatro concentraciones diferentes de dimetilsulfóxido 
(DMSO) y suero fetal bovino (FBS), demostrando que la proporción 
10% DMSO y 90% FBS es significativamente mejor (p<0,001) para 
ambos tipos celulares, con porcentajes de células viables de 91,91
 ± 2,09% para cBM-MSCs y 98,13 ± 1,22% para cAd-MSCs. 
Encontramos que la criopreservación, disminuye significativamente 
(p<0,001) la velocidad de proliferación en las cBM-MSCs respecto a sus 
células en fresco, pero no afecta las características de cultivo ni la 
capacidad multipotencial de diferenciación en ninguna de las dos fuentes 
estudiadas. 
 
 Para demostrar el potencial terapéutico de las MSCs caninas, se ha 
evaluado por primera vez, su efecto en casos de queratoconjuntivitis seca 
(KCS) en el perro, enfermedad de origen multifactorial e 
inmunomediada con altos niveles de prevalencia en humanos y cánidos. 
 
 Se han implantado cAd-MSCs alogénicas y previamente 
caracterizadas in vitro, alrededor de las glándulas lagrimales en 12 
individuos (24 ojos) con KCS refractaria a los tratamientos 
convencionales y sin ninguna otra alternativa terapéutica, realizando un 
seguimiento a los 3, 6 y 9 meses post-implantación. 
 
 La evolución clínica del proceso, se valoró por la producción de 
lágrimas mediante el test de Schirmer (STT) y el estado de la superficie 
ocular de cada ojo: secreción ocular, hiperemia conjuntival y cambios 
corneales (edema, vascularización, pigmentación y úlcera corneal) 
clasificados como ausente, leve, moderado o grave. 
 
 Los valores medios de STT y todos los signos clínicos mostraron 





seguimiento, con incremento de la secreción lagrimal y reducción de la 
descarga ocular, hiperemia conjuntival y cambios corneales. 
 
 Ninguno de los animales mostró complicaciones sistémicas o locales 
durante el estudio, ni signos de regresión o empeoramiento de su cuadro 
clínico. 
 
 Concluimos, que las cBM-MSCs y cAd-MSCs, reúnen los requisitos 
para su empleo en terapia celular, mostrando  un perfil inmunofenotípico 
de MSCs, capacidad multipotencial de diferenciación a linajes 
mesodérmicos y tolerancia a la criopreservación. Por otro lado, la terapia 
celular con cAd-MSCs en la KCS, es un tratamiento fácil, seguro y 
eficaz, y cuyos resultados podrían extrapolarse a la especie humana, al 
considerarse el perro como un modelo animal preclínico por padecer 



































 Therapy with mesenchymal stromal cells (MSCs) has become a 
reality in canine medicine, its results are promising, not only for the 
treatment of diseases difficult to cure in this species, but also in the 
extrapolation of these results to the human, considering the dog as a 
larger animal.  
 
In the absence of comparative studies in the dog about the two main 
sources of MSCs employed in veterinary medicine, we have investigated 
and compared in vitro behavior of MSCs from bone marrow 
(cBM-MSCs) and adipose tissue (cAd-MSCs) from the same individual.  
 
The effectiveness of techniques for obtaining samples was assessed, 
as well as the isolation of the MSCs, culture, proliferation, phenotypic 
identification of surface markers and osteogenic, chondrogenic and 
adipogenic differentiation, demonstrating that both cell types are suitable 
for cell therapy in these species.  
 
Although both main sources have a similar immunophenotypic profile, 
with positive expression of mesenchymal markers CD29, CD90 and 
STRO-1 (first described for cAd-MSCs), and negative hematopoietic 
markers CD34, CD45 and MHC-II, we have found certain differences 
between them.  
 
Adipose tissue is the source that has a higher cell yield from plating 
the same number of mononuclear cells with significant difference 
(p<0.001) compared to the bone marrow. In addition, cAd-MSCs 
demonstrated a significantly greater proliferative capacity (p<0.001). 
 
Both types are able to differentiate to mesoderm lineages; 
cBM-MSCs are better characterized to osteogenic and chondrogenic 
lineages, while cAd-MSCs to adipogenic lineage.  
 
With the importance that cryopreservation has acquired for the future 
development of these therapies in veterinary medicine, we have wanted 
to determine the optimum cryoprotectant medium for each source and 





We have compared four different concentrations of DMSO and FBS, 
showing that the proportion of 10% DMSO and 90% FBS is 
significantly the best (p<0.001) for both types, with the percentage of 
viable cells of 91,91 ± 2,09% for cBM-MSCs, and 98,13 ± 1,22% to 
cAd-MSCs.  
 
We found that cryopreservation, with our optimum cryoprotectant 
medium, significantly slow down (p<0.001) the proliferation in 
cBM-MSCs respect to fresh sample, however it doesn´t affect the 
characteristics of culture or the ability of multipotential differentiation in 
neither of the two sources.  
 
To demonstrate their therapeutic potential, we evaluated for the first 
time, its effect on cases of keratoconjunctivitis sicca (KCS) in the dog. 
This disease has a multifactorial origin with an immune-mediated 
etiology, and high levels of prevalence in human and dogs. 
 
After the characterization in vitro, the allogeneic cAd-MSCs were 
implanted around the lacrimal glands in 12 individuals (24 eyes) with 
KCS, which is refractory to current available treatments, and without 
any other alternative therapy, performing a follow-up at 3, 6 and 9 
months.  
 
In the clinic follow-up the production of tears was evaluated through 
Schirmer tear test (STT) and ocular surface integrity of each eye: ocular 
discharge, conjunctival hyperaemia and corneal changes (edema, 
vascularization, pigmentation and corneal ulcer) and classified as absent, 
mild, moderate or severe.  
 
 Average STT values and clinical signs showed a statistically 
significant changes (p<0.001) during the follow-up, with increased 
lacrimal secretion and decreased eye discharge, conjunctival hyperaemia 
and improvement of corneal changes. None of the animals showed 
systemic or local complications during the study, signs of regression or 






 In conclusion, cBM-MSCs and cAd-MSCs, represents a potential cell 
source for cell therapy, showing a immunophenotypic profile of MSCs, 
multipotent differentiation capacity into mesodermal lineages and 
cryopreservation tolerance. On the other hand, cell therapy with cAd-
MSCs of KCS is an easy, safe and effective treatment, and its results 
could be extrapolated to human species, considering the dog as a 























1.1. TERAPIA CELULAR 
 
 
La terapia celular, o uso de células como agentes terapéuticos, plantea 
una alternativa curativa para enfermedades cuyo tratamiento actual no es 
efectivo o no existe, proporcionando elementos capaces de producir la 
regeneración de estos órganos y tejidos dañados.1-3 
 
Las células utilizadas se pueden clasificar en:4 
 
1. Células somáticas o diferenciadas. Constituyentes de la mayor 
parte del organismo, excepto las germinales y las precursoras de las 
germinales. 
 
2. Células indiferenciadas, madre o troncales. Capaces de 
autorrenovarse y que pueden dar lugar a una progenie diferenciada. 
 
El empleo de este último tipo celular, permitió hace más de una 
década, la aparición de las primeras aplicaciones en medicina 
veterinaria, concretamente en patologías tendinosas en el caballo.5  
 
A partir de sus prometedores resultados, años más tarde, comenzó el 
estudio y aplicación en la especie canina, básicamente con células 
troncales adultas de origen mesenquimal (MSCs) y procedentes de tejido 
adiposo y médula ósea como elementos terapéuticos.2,6-10  
 
Al tratarse este tipo de terapia celular en medicina veterinaria de una 
disciplina emergente y en las primeras etapas de desarrollo, quedan aún 
muchas incógnitas; entre ellas la elección de la fuente celular más 
adecuada para cada patología, el número de aplicaciones y dosis celular, 
los vehículos empleados, la vía y momento de aplicación, los 
biomateriales a emplear, definir los procesos de conservación a largo 














Una célula troncal o madre es un tipo de célula indiferenciada, que a 
pesar de su origen tanto tisular como ontogénico, comparten dos 
características comunes:2,8,15 (Fig.1) 
 
a. Capacidad de autorrenovación, que mediante divisiones mitóticas 
simétricas, originan células hijas de características similares a su 
progenitora, lo que le confiere la capacidad de perpetuarse.  
 
Esta propiedad, permite que un número limitado de células madre de 
un tejido u órgano se mantengan indiferenciadas por largo tiempo, 
actuando como reservorio ante determinadas necesidades fisiológicas o 
patológicas.  
 
Es el resultado de una propiedad única de las células troncales, la 
capacidad de proteger los telómeros de sus cromosomas mediante la 
acción de la telomerasa durante la replicación de su genoma.15-18 
 
b. Potencialidad o capacidad de continuar la vía de diferenciación 
para la que está programada, y producir mediante división asimétrica 
células de uno o más tejidos maduros y plenamente diferenciados en 
función de su grado de multipotencialidad.  
 
De esta manera, bajo complejos factores externos, la célula madre da 
origen a dos células hijas desiguales: un clon idéntico y otra como un 












Figura. 1. Características de una célula troncal o madre. 




La diferenciación desde un estadio de célula troncal hasta célula 
madura funcional, es un complejo mecanismo regulado a nivel 
molecular y condicionado por factores exógenos del ambiente 
celular.20,21 
 
De esta manera, la célula madre origina distintos precursores con 
diferente capacidad de pluripotencia, y tras las progresivas divisiones, 
estos progenitores pierden su capacidad de autorrenovación y 











Las células madre o troncales pueden clasificarse según dos criterios: 
potencialidad y origen.(Fig. 2)  
 
En función de su potencialidad, es decir, por su capacidad de 
diferenciación en otros tipos celulares se dividen en:1,23  
 
-Totipotenciales: procedentes de la división del huevo o zigoto hasta 
el estado de mórula (16 células en mamíferos) y antes de la formación 
del blastocito. Pueden diferenciarse en todos los tipos de células de las 
tres capas germinativas del organismo (ectodermo, mesodermo y 
endodermo), así como en las estructuras extraembrionarias, tales como 
placenta y cordón umbilical.24,25  
 
-Pluripotenciales: células embrionarias procedente del embrioblasto o 
masa celular interna del blastocito, y capaz de diferenciarse en cualquier 
tipo de célula de las tres capas germinativas, pero no en las que forman 
estructuras extraembrionarias.24,25 
 
-Multipotenciales: parcialmente especializadas, pero capaces de 
formar un número determinado de tipos celulares, en principio, de su 
propia capa germinativa de origen.19,25 
 
-Unipotenciales o somáticas: capaces de diferenciarse en un único 
tipo celular del tejido donde residen para mantener su homeostasis.8,19 
 
Por su origen o punto de vista ontogénico se distinguen:2,19,23 
-Embrionarias: presentes en las primeras etapas de desarrollo del 
embrión antes de que se produzca su implantación en el útero. 
 
-Extraembrionarias: provenientes de los anejos extraembrionarios 
tales como amnios, placenta y cordón umbilical. 
 







Figura. 2. Clasificación de las células troncales por su 






1.3.1 Células troncales embrionarias (ESCs) 
 
 
Proceden de las primeras fases del desarrollo del embrión y antes de 
su implantación en el útero, clasificándose por su potencialidad en:23-25  
 






-Pluripotenciales, procedentes de la masa celular interna del 
blastocisto. 
 
Manifiestan la capacidad de autorrenovación y de proliferar 
indefinidamente gracias a un perfil transcripcional de marcadores único, 
que las mantiene en estado de indiferenciación permanente. Estos 
marcadores específicos expresados, denominados de pluripotencia 
(OCT-4, SOX-2 y NANOG), se encargan de regular la supresión de los 
genes que promueven la diferenciación celular.16,26 
!
Particularmente, las ESCs caninas también expresan otros 
marcadores, como SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4, TRA 1-60, TRA 1-81 
además de una potente actividad telomerasa y fosfatasa alcalina.25,27,28 
 




A partir de embriones, frescos o crioconservados, obtenidos por 
biotecnología de la reproducción, como trasplante embrionario, técnicas 
de fertilización in vitro o microinyección intracitoplasmática, que con 
diferentes métodos de cultivo, mecánicos o enzimáticos, aíslan sus 
células.25,29,30   
 
En 1981, Evans y Kauffman,31 obtuvieron los primeros cultivos de 
ECSs derivadas de blastocistos de ratón, y en 1998, Thompson y col.32  
de ESCs humanas a partir de la masa celular interna. Saito y col.29 en  
2002,  y Hatoya y col.33 en 2006, lo consiguieron en la especie equina y 
canina, respectivamente.  
 
b. Por reprogramación celular 
 
Grupo de técnicas cuyo objetivo es conseguir células similares a las 







b.1 Transferencia nuclear somática o clonación 
 
Mediante la extracción del núcleo de un óvulo no fertilizado y su 
substitución por uno de una célula somática de individuo adulto, es 
capaz, en un ambiente propicio, de experimentar un proceso de 
reprogramación e involucionar hacia estadio embrionario, a partir del 
cual podrían ser cultivadas.34-36 
 
Hasta la fecha, la gestación de los resultados de esta técnica, ha sido 
llevada a término únicamente en animales, por los problemas éticos que 
plantea, y por primera vez en la especie equina por Galli y col.37 en 2003 




Un óvulo puede convertirse en embrión sin necesidad de ser 
fecundado por una célula germinal masculina. Se trata de un mecanismo 
de reproducción frecuente en muchos organismos, pero que no ocurre de 
manera natural en mamíferos. Es inducida in vitro mediante métodos 
químicos o físicos, formando una masa celular denominada partenote de 
la que se pueden aislar células pluripotenciales,39-41 existiendo diversas 
publicaciones con resultados en perro y caballo.42-44  
 
b.3 Por reprogramación celular de células adultas  
 
Fue Takahashi y Yamanaka45 en 2006, quienes obtuvieron por 
primera vez células madre murinas pluripotenciales, mediante la 
reprogramación de células adultas diferenciadas a través de vectores 
virales de una serie de factores de transcripción (OCT-4, SOX-2, c-MYC, 
y Klf-4) que controlan su capacidad de diferenciación. En 2007, 
consigueron el mismo resultado en células adultas humanas,46 
recompensado con el premio Nobel de Medicina 2012. 
 
Shimada y col.47 en 2010 y Nagy y col.48 en 2011, fueron los 






Fueron denominadas células madre pluripotenciales inducidas o 
iPSCs, y representan una gran innovación científica de cara a su futuro 
uso, preferentemente en medicina regenerativa humana. Entre sus 
ventajas están: evitar el rechazo al tratarse de un trasplante autólogo (del 
propio individuo) de células pluripotenciales y eliminar los problemas 
éticos que puede plantear la obtención de células madre a partir de 
embriones.24,49,50 
 
Lee y col en 2011,51 realizaron el primer autotrasplante de iPSCs 
derivadas de fibroblastos y células de grasa en el perro. 
 
Sin embargo, a pesar de los rápidos avances en este campo, su 
capacidad de desarrollar teratomas,52 el riesgo de mutación tanto por el 
uso de vectores virales así como durante su cultivo,24 junto a su compleja 
y costosa obtención,53 limita en medicina veterinaria sus posibilidades, 
donde los resultados obtenidos tienen un fin traslacional hacia la 
medicina humana.24,53-55  
 
En síntesis, las ESCs a pesar de las amplias perspectivas creadas 
sobre ellas, presentan una serie de inconvenientes para su posible uso en 
terapia celular: 
 
• Su cultivo es mucho más complicado, a fin de evitar la formación 
de típicas agrupaciones esféricas celulares en diferenciación hacia 
las tres capas germinativas o cuerpos embrioides, mantener su 
estado indiferenciado y asegurar su estabilidad genómica. Para ello, 
necesitan de componentes específicos o de soporte celular de 
origen animal para su cultivo, con el riesgo de respuesta inmune y 
contagio de patógenos.25,27,28 
 
• Su aplicación in vivo produce teratomas cuando son aplicadas a 
ratones inmunodeprimidos (tumor que contiene células 
representativas de las tres capas germinativas embrionarias), 
indicativo de su pluripotencialidad.24,27,28 Curiosamente, esta 
capacidad ha sido descrita en todas las especies menos en el 





característica diferenciadora de esta especie, o si las líneas 
celulares empleadas para su estudio no son realmente 
embrionarias.24,56,57 
 
• Limitaciones éticas y legislativas. 
 
Las aplicaciónes terapéuticas in vivo en medicina veterinaria son muy 




1.3.2 Células troncales extraembrionarias 
  
 
Las células troncales de origen extraembrionario proceden de los 
líquidos y anejos embrionarios del feto: cordón umbilical, amnios y 
líquido amniótico, estructuras expulsadas durante el parto.23,58,59 
 
Presentan en común, proceder de una fuente abundante de tejidos, 
obtención de los mismos de manera no invasiva y alta capacidad de 
proliferación de los distintos tipos de células troncales obtenidas.60 
 
Conservan algunas propiedades de las láminas germinativas de las 
que se originan, de manera que sus células madre manifiestan 
características de ESCs: expresión de marcadores embrionarios, alta 
capacidad de proliferación y nula inmunogenicidad. Su potencialidad 
hacen de ellas un tipo intermedio entre las ESCs (pluripotenciales) y las 
troncales adultas (multipotenciales).23  
 
Su virtud de células inmunoprivilegiadas, al no expresar el antígeno 
mayor de histocompatibilidad tipo II (MHC-II) les confiere ventaja en el 
empleo alogénico de las mismas.23,61,62  
 
Presentan la ventaja respecto a las ESCs, de no producir teratomas 






A pesar de sus grandes posibilidades en terapia celular, estas fuentes 
presentan ciertas limitaciones en medicina veterinaria, 
fundamentalmente en la especie equina, por las condiciones en las que el 
parto se realiza, que condiciona enormemente la adecuada extracción de 
las muestras, lo que provoca un porcentaje alto de contaminación.59,64-66 
  
 
1.3.2.1 Células troncales del cordón umbilical 
 
 
El cordón umbilical es una doble fuente de células progenitoras: 
hematopoyéticas a partir de su sangre y mesenquimales contenidas en su 
matriz o gelatina de Wharton. 
 
a. Células troncales de tipo hematopoyético 
 
Las células madre procedentes de la sangre del cordón umbilical han 
sido aisladas en 2007 por Koch y col. en équidos67 y en 2009 por Seo y 
col. en el perro. 68  
  
Su obtención es relativamente fácil, y una vez aisladas, a pesar de su 
escaso número, muestran una población heterogénea, con morfología 
típica fibroblástica, y que se expanden en colonias.59,69 
  
En ambas especies han manifestado pluripotencialidad por su 
capacidad de diferenciación in vitro en células de los tres linajes.70-72  
 
Sus propiedades de inmunoprivilegiadas han sido evaluadas en ambas 
especies, tanto in vitro61,68 como por su empleo alogénico in vivo.7,63,73  
    
b. Células troncales de tipo mesenquimal 
 
Se localizan en su matriz o gelatina de Wharton, tejido conectivo 
mucoide que rodea sus estructuras vasculares procedente del mesodermo 
extraembrionario.65 Descritas por primera vez en medicina veterinaria 





año 2006.74 En 2007, fueron aisladas del cordón umbilical equino por 
Hoynowsky  y col.75, y en 2011 por Uranio y col.60 en la especie canina.  
 
En ambas especies, muestran morfología fibroblástica estrellada, 
capacidad de adhesión a plástico durante su cultivo y expresan 
marcadores fenotípicos tanto de MSCs como ESCs.76-78 Manifiestan 
cierto grado de pluripotencialidad al poder diferenciarse in vitro, 
mediante los estímulos adecuados, en células de linaje mesodérmico y 
ectodérmico.23,76,77 
 
En la especie equina, durante su crecimiento in vitro, forman 
pequeñas colonias o cuerpos esferoides, positivos a fosfatasa alcalina, 
que podrían ser esbozos embrionarios primitivos en su migración a 
través del propio cordón, y similares a los cuerpos embrioides de las 
ESCs.23,64,75 
 
Por su abundancia y baja inmunogenicidad al no expresar MHC-II, 
han creado enormes expectativas para su empleo alogénico en terapia 
celular en medicina veterinaria,7,23,64 demostrado tanto in vitro60,61 como 
in vivo.7,79  
 
 
1.3.2.2 Células troncales de origen amniótico  
 
 
Hay que distinguir entre células troncales del amnios y del líquido 
amniótico. 
 
a. Células troncales del amnios 
 
El amnios es una fina membrana avascular compuesta por una lámina 
epitelial sobre una capa de tejido conectivo, encargada de albergar al 
feto dentro del líquido amniótico y representa la cara interna de la 






La membrana amniótica es usada en medicina humana y veterinaria 
en terapias regenerativas, fundamentalmente en oftalmología, al 
favorecer la reepitelización, angiogénesis y capacidad 
antiinflamatoria.81-83  
 
Fue en 2011, cuando Lange-Consiglio y col.84 en caballo y Uranio y 
col.60 en perro, aislaron células troncales del amnios, cuyos componentes 
celulares son capaces de diferenciarse hacia diferentes linajes y mostrar 
marcadores de ESCs y MSCs.80,85-87 
  
b. Células troncales del líquido amniótico 
 
Las células de líquido amniótico, son un conjunto heterogéneo 
procedente de las tres capas germinales, formado a partir de la 
exfoliación fetal de origen cutáneo, urogenital, respiratorio, digestivo y 
de células de la membrana amniótica.23  
 
En medicina humana, han sido durante largo tiempo empleadas para 
diagnósticos genéticos.88 
 
La primera evidencia de una subpoblación de células madre en este 
fluido fue descrita en 2001 por Kaviani y col.89 En el año 2011, Park y 
col. las describen en la especie equina90 y Uranio y col. en la canina.60 
 
Poseen pluripotencialidad al diferenciarse en diferentes linajes 
celulares de todas las capas germinales embrionarias91,92 y expresan 








1.3.3 Células troncales adultas (ASCs) 
 
 
1.3.3.1 Tipos y clasificación 
 
 
Son células indiferenciadas, localizadas en tejidos del individuo 
adulto, con capacidad de autorrenovación y, mediante procesos de 
diferenciación, de mantener la homeostasis del tejido en el que se 
encuentran, al actuar como reservorio natural de células de 
repuesto.2,11,19  
 
La activación y proliferación de las células troncales adultas, es el 
mecanismo más importante de regeneración tisular en humanos y 
animales,94 cuya actividad está condicionada por el nicho en que se 
localizan.15,19-21 
 
Han sido aisladas de multitud de tejidos y órganos en la especie 
canina, identificándose diferentes tipos: células madre hematopoyéticas95 
(médula ósea), células madre neuronales96 (sistema nervioso), células 
madre cardiacas97 (corazón), células madre hepáticas98 (hígado), células 
madre pancreáticas99 (páncreas), células madre limbares100(ojo), células 
madre de la cresta neural99 (piel y bulbo olfatorio), células madre de la 
pulpa dentaria101 (diente), células madre mesenquimales8 (diferentes 
tejidos de origen mesodérmico), entre otros.  
 
Según su potencialidad pueden ser:1,2,23,102 
 
-Unipotenciales o somáticas: únicamente tienen capacidad de 
diferenciarse a un solo tipo celular. 
 
-Multipotenciales: capaces de diferenciación a un número limitado de 
tejidos, principalmente en función de su origen embrionario: endodermo, 
mesodermo y ectodermo. En la actualidad, esta capacidad no solo 





alojan, sino también en otros tipos de la propia lamina germinativa e 
incluso de una distinta a la que proceden.103,104 
 




En presencia de los factores adecuados, es la capacidad de 
diferenciación directa de células troncales adultas en células procedentes 
de capas germinales embrionarias distintas al linaje del que provienen. 
105-108  
 
b. Fusión celular  
 
Por transformación en una nueva célula con características de las dos 
que se unen fruto de la fusión de los dos núcleos.109 
 
Las ASCs, a diferencia de las ESCs, no producen tumores, lo que las 
hace ideales para diferentes estudios clínicos, tanto en medicina humana 
como veterinaria.2,8,11,19,20  
 
Sin embargo, en comparación a éstas, las ASCs tienen una capacidad 
de replicación finita o estado de senescencia, a partir del cual ya no es 
capaz de continuar dividiéndose. Este proceso está íntimamente ligado a 
la disminución en la actividad de la enzima telomerasa, encargada del 







En la actualidad, no cabe ninguna duda de la existencia de células 
troncales en diferentes tejidos del organismo adulto. Su número limitado 





aislamiento y obliga a emplear diferentes técnicas que las separen de 
mezclas celulares complejas.  
 
Se pueden resumir en tres categorías:4 
 
1. Por su capacidad de adhesión a materiales plásticos in vitro. 
Existen otros tipos celulares como macrófagos, células endoteliales, 
linfocitos, células de musculatura lisa, entre otras que pueden adherirse 
también y contaminar los cultivos.108 
 
2. Técnicas de separación celular activadas por fluorescencia (FACS). 
Se trata de una variante de la citometría de flujo, técnica destinada a la 
cuantificación de componentes o características estructurales de las 
células mediante métodos ópticos. 
 
En el caso de FACS, se marcan las células con anticuerpos 
conjugados a moléculas que emiten fluorescencia fácilmente detectable 
(fluorocromos) y que previamente, se han unido a sus marcadores 
superficiales fenotípicos específicos. La mezcla celular se hace pasar, de 
una en una, a través de una pequeña abertura para ser irradiadas con una 
fuente de luz (láser), que inducen a las células marcadas con el 
fluorocromo a adquirir una carga eléctrica negativa, que permitirá su 
separación selectiva del resto de células presentes en la mezcla.110 
 
3. Técnicas de separación inmunomagnética. Las células son 
seleccionadas mediante el uso de anticuerpos específicos para 
marcadores de superficie unidos a partículas magnéticas que permitirán 
la selección de las células al verse sometidas a un campo magnético.111 
 
El inconveniente en medicina veterinaria de estas dos últimas técnicas, 
reside en la falta de muchos anticuerpos específicos para las especies 








1.4. CÉLULAS TRONCALES MESENQUIMALES (MSCs) 
 
 
1.4.1 Definición y fuentes 
 
 
Las MSCs, nombre dado por Caplan113 en 1991, son células 
indiferenciadas no hematopoyéticas, multipotenciales, localizadas en 
diversos tejidos adultos o extraembrionarios. Proceden de la capa 
embrionaria del mesodermo, con capacidad de autorrenovación y de 
diferenciación a tejidos derivados de dicha lámina.20,114 También, se ha 
descrito su capacidad de transdiferenciación en células de otras capas 
germinativas.105-108  
 
Han sido aisladas de diferentes tejidos adultos, como médula 
ósea,115,116 tejido adiposo,117-119 sangre periférica,120 músculo,121 
ligamento periodontal,122,123 cartílago articular,124 periostio,121,125 etc., y 
en tejidos extraembrionarios como sangre67,126,127 o matriz del cordón 
umbilical,66,128 membrana y líquido amniótico.60,84,129 
 
En la actualidad, representan la principal fuente de estudio y 
aplicación en medicina regenerativa veterinaria,1,2,8 y concretamente en 
la especie canina, donde la mayor parte de estudios clínicos son llevados 
a cabo con MSCs procedentes de tejido adiposo o médula ósea.2,8,130  
 
A pesar de ello, son escasos los estudios sobre el conocimiento de las 
mismas procedentes de estas dos fuentes en dicha especie, y aún más al 
compararlas en un mismo individuo.114,116,121,131-133 
 
 
1.4.2 MSCs de médula ósea canina (cBM-MSCs) 
 
 
La médula ósea no solo es fuente de células progenitoras 
hematopoyéticas (HSCs), sino también de células de origen 





células troncales durante la ontogénesis y la presencia de un nicho que 





Figura. 3. Esquema del nicho y población celular de 
 médula ósea. Modificado de www.studyblue.com 
 
 
Fueron descritas por primera vez por Friedenstein y col. en 1970135, y 
aisladas en el perro en 1977 por Kadiyala y col.136 
 
En esta especie, la obtención de médula ósea es poco invasiva y 
accesible en diferentes localizaciones como esternón, costillas, 
tuberosidad coxal, tibia, húmero y fémur, condicionada por la enorme 
variabilidad de tamaño de las razas de esta especie, que limita la 





El aislamiento de cBM-MSCs se ha realizado tanto por siembra 
directa como por gradiente de concentración,108,114,137 siendo la 
proporción muy baja. En la especie humana138,139 oscilan entre 1/10000 
(MSCs/células de médula ósea) en el recién nacido a 1/2000000 en 
personas de la tercera edad. En el perro136 es de 1/25000 y de 1/4200 
para el caballo.115 
 
Existen una serie de factores que influyen en la cantidad y calidad de 
las cBM-MSCs obtenidas. Disminuyen significativamente y pierden 
capacidad osteogénica con la edad del donante,133 lo que explica la 
pérdida de capacidad regenerativa con el paso del tiempo, y de manera 
similar a otras especies.2,138,139  
 
También el lugar de obtención de la muestra influye en su aislamiento, 
siendo las mejores localizaciones, la cresta ilíaca en perros viejos y 
además la tibia en jóvenes.133 
 
En cuanto a la raza, se describen ligeras diferencias respecto a su 
capacidad multipotencial de diferenciación in vitro entre razas grandes, 
pero no respecto a su capacidad de proliferación y senescencia.140  
 
   
1.4.3 MSCs de tejido adiposo canino (cAd-MSCs) 
 
 
Zuck y col.141 en el año 2001, fueron los primeros en aislar las MSCs 
procedentes del tejido adiposo en la especie humana, y no fue hasta 2008 
cuando se describió en el perro por Neupane y col.119 
 
Son la población de MSCs encontradas en la fracción del estroma 
vascular del tejido adiposo (FSV), concentrado celular resultado de la 






Representan entre el 1 y 4% de una heterogénea población celular 
formada además por adipocitos, preadipocitos, células hematopoyéticas, 






Figura. 4. Población celular de la fracción del estroma 
vascular del tejido adiposo. Modificado de Ong et al.142 
 
 
Juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la adipogénesis, 
diferenciándose hacia adipocitos y manteniendo o incrementando su 
número según el estatus metabólico del individuo.142  
 
En los últimos tiempos, este tejido, por su abundancia y facilidad en 





para su uso en terapia celular en la especie humana y animales 
domésticos.8,78,142 
 
Al contener mayor número de MSCs comparado con médula ósea 
(500 a 1000 veces más),2,19,118,132,142 permiten ser aisladas y expandidas 
de muestras muy pequeñas,118,143 con crecimiento en monocapa y con 
una mayor capacidad de proliferación que cBM-MSCs.130,132 
 
En las cAd-MSCs, también se ha descrito variabilidad en la capacidad 
de proliferación dependiendo del donante y lugar de extracción de la 
muestra, siendo mayor en el tejido adiposo subcutáneo que en el omental 
e inguinal.119,144  
 
Existe una influencia negativa de la edad sobre su proliferación, 
aunque mucho menos marcada que en cBM-MSCs.144 
  
 
1.4.4 Características de las MSCs  
 
 
1.4.4.1 Identificación y fenotipado 
 
 
En 2006, ante el gran número de estudios existentes en medicina 
humana e intentando reunificar criterios, la International Society of 
Cellular Therapy (ISCT) revisó el término de “célula madre 
mesenquimal” recomendando la denominación de “célula multipotencial 
del estroma mesenquimal” (Multipotent mesenchymal stromal cell = 
MSCs).102,145  
 
Para su caracterización deben de cumplir una serie de criterios:145 
(Figura 5) 
 






2. Presencia de marcadores de superficie típicos de MSCs en 
porcentaje superior al 95% (CD73, CD90 y CD105), ausencia de 
marcadores característicos de células hematopoyéticas, monocitos, 
macrófagos o células T (CD14 ó CD11b, CD34, CD45, CD79α ó CD19) 
y negativo para el antígeno mayor de histocompatibilidad II (MHC-II) 
en porcentaje menor del 2%. 
 
3. Con los medios de cultivo adecuados, tener al menos, la capacidad 
de diferenciación in vitro en células de origen mesodérmico: 












En medicina veterinaria, la caracterización fenotípica se hace más 
difícil por falta de marcadores específicos, debido a la limitada 
existencia de anticuerpos monoclonales frente a dichas especies, y a que 
la mayoría de los existentes no presentan reacción cruzada entre células 
animales y humanas.102,112,146  
 
Ello supone un gran reto en cuanto a la caracterización de las MSCs 
en las especies domésticas, donde aún falta uniformidad respecto a los 
requisitos mínimos que deberían de cumplir.1,102,147 
 
Concretamente en la especie canina, esa falta de uniformidad en los 
criterios de caracterización fenotípica de sus MSCs, queda manifiesta en 
la tabla 1, donde se indican algunos de los diferentes resultados 
publicados hasta la fecha según su procedencia de médula ósea o tejido 
adiposo. 
 
Las características y funciones de dichos marcadores se resumen en la 
tabla 2. 
 
En resumen, cBM-MSCs y cAd-MSCs tienen en común la expresión 
de diferentes marcadores de superficie, como CD29, CD44, CD73, 
CD90, CD105 y MHC-I, así como la falta de expresión de marcadores 















Marcadores positivos Marcadores negativos Año 
CD29,CD90, CD34,CD45 2014132 
CD44,CD90,MHC-I CD14,CD29,CD34,MHC-II 2014148 
CD44,STRO-1 CD34,CD45 2012114 
CD44,CD73,CD90,CD105 CD14,CD34,CD45 201279 
CD44,CD90 CD34,CD45,CD146 2012121 
CD29,CD44,CD90 CD34,CD45 2012131 
CD90,CD105 CD34,CD45 2007116 








Marcadores positivos Marcadores negativos Año 
CD29,CD90 CD34,CD45 2014132 
CD44,CD90,MHC-I CD14,CD29,CD34,MHC-II 2014148 
CD44,CD90 CD34,CD45,CD146 2012121 
CD29,CD44,CD90 CD34,CD45, 2012131 
CD44,CD90,CD117,CD140a CD34,CD45 2011149 







Tabla 2. Funciones de los principales marcadores 






CD14 Regulación de otras moléculas de superficie 
relacionadas con la adhesión. 
CD29 
integrina β-1 
Adhesión de la superficie celular. 
 
CD34 Relacionada con células progenitoras 
hematopoyéticas y endoteliales. Favorece la adhesión 
a la matriz extracelular de medula ósea o a células 
estromales durante la hematopoyesis temprana. 
CD44 Proteína no integrina importante en la adhesión, 
migración, proliferación e interacción celular. 
Activador de linfocitos T.  
CD45 Regulación del crecimiento celular, diferenciación, 
mitosis y transformación oncogénica. Esencial para 
la activación de linfocitos T. Específico de 
progenitores hematopoyéticos.  




Glicoproteína que regula la interacción intercelular y 
con la matriz extracelular, además de la regeneración 
nerviosa y la apoptosis. Específico de MSCs. 
CD105 
endoglina 
Principal glicoproteína en el endotelio vascular y 
reguladora de la unión de las células endoteliales a 
las integrinas. Específico de MSCs. 
CD117 
c-Kit 
Regulación celular, quimiotaxis, apoptosis y 
adhesión. 
CD146 Relacionada con la adhesión de las células 
endoteliales. Marcador común de MSCs y pericitos. 





MHC-I  Interviene en la presentación de antígenos a células T 
CD4+. 
MHC-II  Interviene en la presentación de antígenos a células T 
CD8+. 





1.4.4.2 Autorrenovación y proliferación 
 
 
Las MSCs presentan in vitro morfología fibroblástica, con 
crecimiento en monocapa sobre plástico, pudiendo ser expandidas con 
alta eficiencia y por su capacidad de autorrenovación, mantenerse 
durante largos períodos de tiempo indiferenciadas.8,9 
 
Al contrario de las ESCs, esta propiedad es finita y acaban por 
detener su crecimiento in vitro tras largos períodos de cultivo, variando 
con el origen tisular de las mismas.60,150 
 
Esa capacidad está relacionada con la expresión de la telomerasa, 
encargada del mantenimiento de la longitud de los telómeros.16,17 Dicha 
enzima, presente en células germinales, troncales y cancerígenas, les 
confiere una estabilidad en la longitud de sus telómeros y por tanto 
cierto grado de inmortalidad.  
 
Sin embargo, en las MSCs disminuye progresivamente con las 
divisiones celulares, condicionando su vida media y llevando a un estado 
de senescencia, manifestado por una disminución de su proliferación, 
viabilidad y alteraciones en su morfología.18,149  
 
Las cBM-MSCs muestran senescencia entre los pases de cultivo 3 y 6, 
mostrando cambios en la morfología, como incremento de tamaño y 






En cAd-MSCs la senescencia ha sido descrita a partir del pase de 
cultivo 8149, valores muy similares a la especie humana, 152 pero bajos 
comparados con la especie equina (entre pases 15 y 21).18,153  
 
En otras MSCs caninas de tejidos extraembrionarios, la senescencia 
comienza en el pase de cultivo 7 en las de sangre de cordón, mientras 
que no se ha descrito en las procedentes del líquido y membrana 
amniótica.60 
 
En la especie equina, la pérdida de esta capacidad o senescencia 
celular aparece mucho antes en MSCs de médula ósea (pase 10) que en 
tejido adiposo (pase 15-21).18,153  
 
En la actualidad, mediante manipulación genética del gen de la 
telomerasa, se ha conseguido crear líneas “inmortales” de MSCs de 
tejido adiposo humano, que mantienen sus propiedades fenotípicas, de 
proliferación y secreción de altos niveles de factores angiogénicos.154 
 
Respecto a la velocidad de proliferación, es más baja en cBM-MSCs 
que en cAd-MSCs,8,130,132 dato muy similar a lo descrito en otras 
especies como la humana,138,152 equina9,78,155 y felina.156 
 
 
1.4.4.3 Concepto de nicho 
 
 
Fue Caplan157 en 1994, quien propuso el concepto de “mesengénesis”, 
y consideró a la médula ósea, como el origen y fuente de todos los 
progenitores celulares necesarios para la homeostasis de los tejidos de 
origen mesodérmico en el individuo adulto, llegados a su destino a 
través del torrente circulatorio.158,159  
 
Esa similitud celular queda confirmada por el hecho de que menos del 
1% de los genes son expresados de manera diferente entre las MSCs de 






Las células troncales se encuentran en estado de quiescencia en el 
tejido donde se albergan, y son inmediatamente reactivadas bajo la 
influencia de estímulos procedentes de su medio, bien para una 
regeneración fisiológica (regeneración espontánea) o tras un proceso 
patológico (regeneración reparativa). Por tanto, la homeostasis de un 
tejido se mantiene por un delicado equilibrio entre la proliferación y 
diferenciación, controlado por una población de células madre 
mínimamente representada y específicamente alojada en el tejido 
(nicho).15,21,161  
 
MSCs intervienen en diferentes procesos fisiológicos y patológicos, 
incluyendo la homeostasis celular, envejecimiento, daño tisular y 
enfermedades inflamatorias.162 
 
Por otro lado, la relativa abundancia de MSCs en sus diversas fuentes, 
está relacionado con que la mayoría de ellas tiene un origen perivascular 
(pericitos), existiendo una correlación entre su número y la densidad 
vascular del tejido estromal.20,158,163 
 
Los pericitos son la fuente in vivo de MSCs, y gracias a su ubicación 
perivascular, son capaces de monitorizar todas las señales sistémicas 
enviadas frente a una agresión.158,162  
 
De esta manera, abandonan su localización, son activadas y crean un 
microambiente regenerativo, a través de la secreción de diversas 
moléculas bioactivas y de regulación de la respuesta inmune 
local.20,158,159,163 
 
El concepto de nicho, empleado por primera vez en 1978 por 
Schofield,164 describe el microambiente local fisiológico que alberga y 
regula las células madre.  
 








1. Componente celular, que rodea a las propias células troncales y de 
naturaleza perivascular, donde se alojan alrededor de los capilares de 
diferentes tipos de tejidos.20 
 
2. Componente soluble, formado por las señales proteicas solubles 
bioactivas que emanan del componente celular.15 
 
3. Componente de la matriz extracelular, que son el resultado de la 
expresión específica de las células del nicho.159 
 
Cada nicho es muy específico, dependiendo del linaje celular al cual 
pertenece la célula madre, pero a pesar de su gran diversidad, es posible 
describir una serie de características comunes161: 
 
• Existencia de un heterogéneo grupo de células de composición 
variable según el tejido que se trate, encargadas del mantenimiento 
de las células madre. 
 
• El nicho juega un papel básico de soporte físico y nutritivo. 
  
• Secreta muy variada cantidad de factores que controlan el número 
y la actividad de las células madre. 
 
• Posee una estructura asimétrica, de manera que tras una división 
celular, una de las células es mantenida dentro del nicho como 
célula madre (autorrenovación) mientras que la otra lo abandona, 
prolifera y entra en una vía de diferenciación.  
 
El nicho también tiene un papel fundamental en el mantenimiento de 
la vitalidad de las propias células madre. Con la edad, enfermedades y 
sucesivas agresiones, se producen diversos factores responsables de la 
degeneración de dichas células, determinando una reducción de la 
capacidad de regeneración del tejido o envejecimiento del mismo. Se 
asocia, por tanto, el envejecimiento del organismo a modificaciones en 






En condiciones fisiológicas, el nicho controla la renovación y división 
de las células madre, jugando un papel antitumoral. Sin embargo, en 
caso de mutación de las propias células madre, que se vuelven 
refractarias a las señales controladoras de su nicho, o si es éste el que se 
altera, llevaría a la proliferación tumoral.161 
 
Entre los factores que influyen en el nicho, se encuentra la baja 
tensión de oxígeno, que juega un papel fisiológico muy relevante en la 
supervivencia de sus propias MSCs, influyendo en la capacidad de 
autorrenovación, migración, proliferación, multipotencialidad y efecto 
paracrino, concepto muchas veces olvidado cuando se usan están células 
en terapia in vivo o en ingeniería tisular in vitro.130,166-168 
 
Así las MSCs de médula ósea, residen en un nicho con una 
concentración de oxígeno entre el 1 y 7%,169 siendo entre el 1 y 8% para 
el tejido adiposo,166 y en zonas profundas del cartílago articular incluso 
por debajo del 1%, condiciones que mantendrían la capacidad de 
autorrenovación e inhibirían su capacidad de diferenciación 
multipotencial.130 
 
Se ha descrito que la baja tensión de oxígeno disminuye la 
proliferación de cBM-MSCs y cAd-MSCs, así como la diferenciación 
osteogénica en estas últimas,130 mientras que en MSCs de médula ósea 
equina, la hipoxia solo incrementa la condrogénesis in vitro.167 
 
 
1.4.4.4 Capacidad de migración y anidamiento  
 
 
Otro fenómeno relacionado con la biología de las MSCs es su 
capacidad de migración y anidamiento hacia el lugar de la lesión o 
homing.  
 
Aunque la regeneración de algunos tejidos se produce a partir de la 
división de células diferenciadas del propio tejido, este puede emitir una 





gracias a su localización perivascular, permitan su migración y 
anidamiento en el lugar de la lesión y diferenciarse en el tipo de células 
necesarias.15 (Figura 6) 
 
Actualmente, existe consenso en considerar que la eficacia en la 
terapia celular con MSCs, depende tanto de la capacidad de movilización 
y homing de células troncales endógenas del receptor, resultado del 
efecto paracrino indirecto por parte de las MSCs trasplantadas, como del 
tiempo de permanencia en el lugar de implantación.21 
 
La capacidad de migración ha sido valorada en caballo170-172 y 
perro101,173,174 tras la implantación de MSCs previamente marcadas y por 
diferentes vías. Se ha observado que después de la administración 
sistémica o local, las MSCs tienden a localizarse en pulmón, timo, 
intestino, hígado, cerebro y corazón.101,173,175 
 
 
1.4.4.5 Efecto trófico 
 
 
Actualmente, es más que aceptado que el mecanismo de acción de las 
MSCs se efectúa por la liberación de una gran variedad de sustancias 
bioactivas con efectos autocrinos y paracrinos, englobadas bajo el 
concepto de secretoma o SRM (stem cell released molecules).21,176-178 
 
Se incluyen a más de cien tipos diferentes de moléculas, incluyendo 
proteínas, factores de crecimiento, antioxidantes, proteosomas y 
exosomas, cuyo objetivo son multitud de dianas biológicas a través de 
un efecto paracrino.179-181 (Fig. 6)  
 
La composición del secretoma de cada tipo celular varía con la 
especie, procedencia, edad y microambiente en que se desenvuelven las 
propias MSCs, expresando diferentes genes implicados en la producción 










Figura. 6. Mecanismo de acción y propiedades de las MSCs. 
 
 
Se ha descrito que el secretoma de MCSs de tejido adiposo produce 
mayor cantidad de factores proangiogénicos y neurogénicos.177,182 
 
En una primera fase de la reparación o fase inflamatoria de una 
lesión, se liberan mediadores proinflamatorios como IL-1, IL-6 y TNF-α, 
con importante papel en la cascada inflamatoria y estimulación de la 
migración de las MSCs endógenas al unirse a sus receptores de 
membrana.21 
 
A su vez, condicionan su comportamiento paracrino mediante la 
regulación de su secretoma, favoreciendo la producción de citoquinas 





Simultáneamente y antes de llevar a cabo la reparación tisular, las 
MSCs preparan el microambiente modulando el proceso inflamatorio y 
liberando diferentes factores de crecimiento.162,177 
  
Los factores de crecimiento son polipéptidos solubles, que actúan 
como agentes reguladores de la proliferación, diferenciación y 
metabolismo celular, a través de interacciones que establecen con 
receptores específicos de la membrana de las células diana.19,21,177 
 
Inducen procesos intracelulares que afectan la expresión de genes que 
codifican funciones metabólicas, como la división celular o la síntesis de 
determinadas proteínas.20,162 Como resultado se potenciará el desarrollo 
de células endoteliales (angiogénesis), fibroblastos (formación de matriz 
extracelular), y células progenitoras del tejido lesionado, que llevarán a 
cabo su reparación. (Tabla 3) 
 
El efecto de los factores de crecimiento es a nivel local o a través de 
la circulación sistémica, bien libres o unidos a otras proteínas, actuando 
por tres vías:20,62,176 
 
1. Autocrina: operando sobre sí mismas e incrementando su actividad. 
  
2. Paracrina: secretados por una célula que estimula a una segunda 
célula diferente y vecina. 
 
3. Endocrina: influenciando células de un fenotipo diferente y que 
además está en un lugar anatómico remoto.  
 
Las acciones de cada uno de estos factores de crecimiento, dependen 
de un buen número de variables: tipo celular, microambiente tisular 
(densidad celular, tensión de oxígeno), concentración del factor y 








Tabla 3. Efectos de los principales factores de crecimiento 






Función en la reparación tisular 
 
 
Ang-1 Angiogénesis y reparación tisular 
CSFs Hematopoyesis 
EGF Cicatrización, regeneración tisular y neurogénesis 
EPO Angiogénesis 
FGF Regeneración celular y supervivencia MSCs 
GDNF Neuroprotector 
HGF Vasculogénesis y neurogénesis 
IGF-1 Cicatrización, antiapoptosis y neurogénesis 
IL-8 Cicatrización de heridas 
KGF Cicatrización de heridas 
NGF Neurogénesis 
PDGF Reparación tisular 
SDF-1 Neuroprotector, migración celular y cicatrización 
TGF-β Cicatrización de heridas 
VEGF Angiogénesis y cicatrización de heridas 
Abreviaturas: Ang-1, angiopoyetina-1; CSFs, factor estimulante de 
colonias; EGF, factor de crecimiento epidérmico; EPO, eritropoyetina; 
FGF, factor de crecimiento fibroblástico; GDNF, factor neurotrófico 
derivado de células gliales; HGF, factor de crecimiento hepático; IGF-1, 
factor de crecimiento insulínico-1; IL-8, interleuquina-8; KGF, factor de 
crecimiento queratinocítico; NGF, factor de crecimiento neurogénico; 
PDGF, factor de crecimiento plaquetario; SDF-1, factor derivado de 
células estromales-1; TGF-β, factor de crecimiento transformante β; 








1.4.4.6 Efecto antiinflamatorio e inmunomodulador 
 
 
Cada vez hay más evidencias  de que el mayor efecto terapéutico de 
MSCs es ejercido a través de su capacidad antiinflamatoria e 
inmunomoduladora.19,21,62,162 
 
En el tejido lesionado, se produce una migración de células inmunes 
que liberan citoquinas proinflamatorias como IL-1,TNF-α y INF-γ.62,180  
 
Estas estimulan la función inmunomoduladora de las MSCs, que 
producen una serie de factores solubles inmunosupresores, con efecto 
inhibidor sobre la proliferación de diferentes células inmunes,21,62,162 a la 
vez que se liberan factores de crecimiento encargados de promover 
regeneración tisular.19,21,177 
 
Por tanto, para que exista dicha capacidad inmunomoduladora es 
preciso la existencia de un vigoroso cuadro inflamatorio, es decir, un 
adecuado nivel de citoquinas proinflamatorias.62,162  
 
En procesos inflamatorios crónicos, donde dicho nivel no es 
suficiente, las MSCs continúan produciendo factores de crecimiento en 
ausencia de suficientes factores solubles inmunomoduladores, que 
podría potenciar respuestas inmunes. Ello llevaría a un retardo de la 
recuperación e incluso empeoramiento de la enfermedad.162 
 
Los factores inmunosupresores liberados por la MSCs varían con la 
especie y fuente celular, no siendo del todo conocidos en las especies 
domésticas.62,162,178 (Tabla 4)  
 
Para cBM-MSCs y otras MSCs de diferentes fuentes y especies, se ha 
demostrado que el mediador primario principal de la inhibición 







Tabla 4. Mediadores inmunomoduladores liberados por 



















 BM PGE2,TGF-β,VEGF  2011183 
    
Equina Ad,CU IL-6,PGE2,TGF-β 201261 
 BM,SC IL-6,NO,PGE2,TGF-β  201261 
    
Abreviaturas: Ad, tejido adiposo; BM, médula ósea; CU, cordón 
umbilical; SC, sangre de cordón; HGF, factor de crecimiento hepático; 
IDO, indolamina-2,3-dioxigenasa; IL-6, interleuquina 6; NO, óxido 
nitroso; PGE2, prostaglandina E2; TGF-β, factor de crecimiento 
transformante β; VEGF, factor de crecimiento vascular. 
 
Al no expresar MHC-II, a estas células se les concede la virtud de 
inmunoprivilegiadas, que les permite el uso alogénico in vivo. 1,59,62,63,180 
 
Respecto a su capacidad inmunomoduladora, en la especie humana es 
mayor en las derivadas de tejido adiposo que de médula ósea.184 
 
 
1.4.4.7 Efecto antiapoptosis y estimulación de la autofagia 
 
 
Otro importante efecto de las MSCs, es su capacidad de rescatar 
células en apoptosis inducidas por trauma, hipoxia, tóxicos y radiación.  
 
Es un complejo y poco conocido mecanismo, descrito sobre 
cardiomiocitos, células nerviosas y de pulmón a través de determinado 





La autofagia es un proceso homeostático celular básico, que permite 
eliminar partes de su propio contenido citoplasmático mediante la 
degradación de componentes celulares, y asegurar la supervivencia de 
las células durante determinadas condiciones.185 
 
Se ha demostrado la capacidad estimuladora de MSCs sobre la 
autofagia de las células nerviosas, ejerciendo un efecto neuroprotector en 
determinadas patologías nerviosas de origen autoinmune bajo un 
ambiente de citoquinas proinflamatorias.186  
 
Recientemente, se ha descrito la autofagia en las propias MSCs, lo 
que implica la gran importancia de esta función en el mecanismo de 
inmunomodulación de las MSCs en un ambiente proinflamatorio.185 
 
 
1.4.4.8 Efecto antimicrobiano 
 
 
Las MSCs han mostrado la capacidad de expresión de determinadas 
moléculas con propiedades antimicrobianas como LL-37 (leucina 
leucina 37), lo que sugiere un papel frente a infecciones agudas y 
sistémicas, actuando no solo frente al agente patógeno sino también 
sobre el reclutamiento de células inmunes.187 
 
Las cAd-MSCs cuando interactúan in vitro con bacterias de origen 
gastrointestinal, potencian su capacidad inmunomoduladora, 
incrementando la transcripción de genes relacionados con la misma y 
aumentando la secreción de PGE2, IL-6 e IL-8.188 
 
 
1.4.4.9 Potencial multilinaje de diferenciación  
 
 
En los pocos estudios existentes en el perro, las cBM-MSCs y cAd-
MSCs demostraron la capacidad de ser inducidas hacia los linajes 





autores han descrito dificultad de diferenciación hacia estos dos 
últimos.72,119 
 
1. Diferenciación adipogénica 
 
La inducción in vitro hacia este linaje se obtiene adicionando 
moléculas inductoras como la indometacina, insulina, dexametasona e 
isobutilmetilxantina, así como el empleo de suero de conejo, que por su 
alto contenido en ácidos grasos, facilita esta diferenciación.8,119 Este 
último es también fundamental para la diferenciación adipogénica en la 
especie equina.117,189,190 
 
La adipogénesis es demostrada por la aparición de células 
redondeadas con acúmulos de lípidos en su interior positivos a la tinción 
con oil red O, y expresión de marcadores específicos como PPARγ2, 
CEBPα, FABP4 y LPL.8,116,118 
 
2. Diferenciación osteogénica 
 
Mediante la adición de moléculas como dexametasona, β-
glicerofosfato y ácido ascórbico se induce su diferenciación hacia 
osteoblastos, que contienen agregados nodulares positivos a la tinción 
con rojo alizarina, y manifiestan expresión de fosfatasa alcalina y 
marcadores de mRNA como Runx-2 (factor específico de transcripción 
de osteogénesis temprana), osteonectina (relacionado con la 
calcificación temprana de hueso y cartílago), osterix y sialoproteína 
ósea.118,119,121,132 
 
Existe disminución de la capacidad osteogénica por diversos factores 
como la especie, raza, donante, lugar de extracción de  la muestra, estado 
sanitario y edad.132,133,140 
 
Solo dos estudios recientes comparan in vitro la mayor capacidad 
osteogénica de MSCs caninas de médula ósea y tejido adiposo del 
mismo individuo, con resultados diferentes. En 2014, Alves y col.132, 





médula ósea, mientras que anteriormente en 2012, Chung y col.130, no 
encuentran diferencia entre ambas fuentes. 
 
En la especie equina, son las MSCs procedentes de médula ósea las 
de mayor capacidad osteogénica, seguido de las procedentes del tejido 
graso, y menos expresada en las de sangre de cordón umbilical, de 
matriz umbilical o sangre periférica.115,117,191 
 
3. Diferenciación condrogénica 
 
Es caracterizada por la presencia de agregados tridimensionales o 
micromasas, inducidas mediante el factor de crecimiento fibroblástico 
beta (TGF-β), y positivas a la tinción con azul de toluidina, safranina O-
fast green y azul alciano, indicativas de la existencia de proteoglucanos 
en su matriz extracelular. Expresan genes como colágenos tipo II y X, 
agrecano, proteína oligomérica de matriz del cartílago y SOX-9.116,118,119 
 
La diferenciación hacia este linaje parece ser la más complicada en el 
perro fundamentalmente en las cAd-MSCs.8,118,119 
 
En la especie equina, el poder condrogénico es mayor en células 
procedentes de cordón, seguidas de médula ósea y por último tejido 
adiposo. Las procedentes de sangre periférica manifiestan poca 
capacidad condrogénica. 117 
 
4. Diferenciación hacia otros linajes 
 
Además de los anteriormente citados, las MSCs caninas han 
demostrado su capacidad de transdiferenciación hacia otros linajes bajo 
las adecuadas condiciones de cultivo.105,114,192 
 
Las cAd-MSCs son capaces de diferenciarse hacia miocitos, células 
neuronales y células progenitoras endoteliales,7,118,149,193 mientras que las 






A diferencia de la especie humana y equina,194,195 su capacidad de 
diferenciación hacia tenocitos todavía no ha sido puesta de manifiesto en 










Es indudable que uno de los puntos más prometedores para fomentar 
una amplia expansión de la terapia celular con células madre en 
medicina veterinaria, está en la criopreservación de las MSCs.149 Esto 
permitiría crear un biobanco para almacenar y preservar las propiedades 
de las células previamente caracterizadas, facilitando un seguro y rápido 
empleo de las mismas.137,196,197 
 
La existencia de factores negativos sobre las MSCs como la edad y 
enfermedades del donante y su baja inmunogenicidad, potenciarían su 
uso alogénico. 137,196,198  
 
Existiría una disponibilidad casi inmediata para su aplicación, 
eliminando el tiempo necesario para su aislamiento y proliferación, 
disponiendo de un depósito previamente caracterizado de MSCs de 
distintas fuentes y donantes, y poder personalizar el tratamiento según el 
individuo y patología.  
 
Actualmente, la criopreservación a -196 ºC es el único medio eficaz 
capaz de preservar la viabilidad celular, sus funciones bioquímicas y sus 
características por largos periodos de tiempo.197,199 
 
 Sin embargo, no existe aún ningún tipo de consenso a la hora de 





la criopreservación en su posterior comportamiento sobre cada una de 
las fuentes celulares y en diferentes especies.137,200,201 
 
 
1.4.5.2 Parámetros en la calidad de la criopreservación 
 
 
La congelación/descongelación, es un complejo y poco conocido 
mecanismo que induce un temprano estado de estrés con muerte celular 
programada o apoptosis, al que se sumaría el daño por necrosis celular, 
derivado de la destrucción mecánica de la membrana celular durante la 
formación y desaparición de cristales de hielo.196,202 
 
Ese estado de apoptosis, es el responsable del porcentaje de células 
flotantes e incapaces de adherirse a la superficie de cultivo tras su 
descongelación. Es el resultado de la activación de la vía de señalización 
intrínseca/extrínseca de la caspasa y de la cascada proteolítica de la 
calpaína, inductoras de la muerte celular programada.203,204 
 
Hay descritos una serie de factores que favorecen la adecuada 
supervivencia celular de las MSCs tras la congelación y 
descongelación:199,203 
 
• Una alta concentración celular aumenta la supervivencia (ideal 
entre 1x106 a 1x107 células por ml). Valores por debajo de 1x106   
células/ml disminuye la supervivencia y siendo prácticamente nula 
por debajo de 1x105  células/ml.  
 
• El proceso de congelación debe de ser lento, -1 ºC /minuto hasta 
los -80 ºC, donde pasará de manera rápida a nitrógeno líquido 
(-196 ºC) para largos periodos de conservación. 
 
• La descongelación debe de ser rápida. 
 






• Necesidad de sustancias crioprotectoras que eviten el daño celular 
durante todo el proceso. 
 
 En este último punto están actualmente centrados mayoritariamente 






Los crioprotectores son clasificados en intra o extracelulares, de 
acuerdo a su capacidad de atravesar la membrana plasmática. 
 
Entre los intracelulares más empleados están el glicerol, etilenglicol, 
y dimetilsulfóxido (DMSO). Son pequeñas moléculas, cuya función es 
controlar la expansión del volumen celular durante la congelación lenta 
y la descongelación rápida.196 
 
Los extracelulares, menos empleados, son polímeros de larga cadena, 
polipéptidos o carbohidratos, capaces de deshidratar a la célula previo a 
la congelación, reduciendo la posibilidad de desarrollarse cristales 
intracelulares de hielo.196 
 
Tal vez el crioprotector más eficiente y universalmente aceptado sea 
el DMSO. Es empleado en diferentes concentraciones, y habitualmente 
con suero fetal bovino (FBS), sin que en la escasa bibliografía sobre 
congelación de MSCs en medicina veterinaria exista homogeneidad en 
sus proporciones.137,149,197  
 
El FBS juega un papel fundamental como tampón de la presión 
osmótica y protector de la membrana plasmática celular, al reducir el 
riesgo de daño de la misma por la formación de hielo durante la 
congelación/descongelación, mientras que el DMSO juega un papel 
mucho más determinante, al ser capaz de mantener la integridad 






Entre sus inconvenientes está su citotoxicidad196,202 y efectos tóxicos 
sistémicos descritos en el ser humano tras la infusión de células 
hematopoyéticas criopreservadas con el mismo.196,205  
 
El DMSO forma parte de la farmacopea veterinaria habitual, por sus 
propiedades antiinflamatorias y antiendotóxicas, siendo aprobado por la 
FDA para su empleo en perro y caballo desde el año 1970.206 
 
En los últimos tiempos, han surgido distintos preparados comerciales, 
intentando encontrar algún sustituto de ambos componentes, para evitar 
tanto la citotoxicidad del DMSO como el riesgo de transmisión de  
zoonosis a través del suero animal. Sin embargo, el coste de esas nuevas 
alternativas lo hace económicamente inviable en medicina veterinaria, y 
además no superan los buenos resultados conseguidos con la 
combinación 10% DMSO y 90% FBS.196,200 
 
 
1.4.5.4. Efecto de la criopreservación sobre las MSCs 
 
 
En las pocas publicaciones existentes sobre el efecto de la 
congelación de MSCs en la especie humana y domésticas, queda 
manifiesto el diferente comportamiento de las mismas según la especie 
animal, fuente, medio crioprotector y parámetros valorados.197,201,207,208 
 
En líneas generales, solo se han descrito algunas alteraciones en 
referencia a parámetros como viabilidad celular, proliferación, capacidad 
de diferenciación multipotencial, pero no referente a marcadores de 
expresión, senescencia o aberraciones cromosómicas antes y después de 
la congelación.149,197,201,207,208 
 
 Respecto a las fuentes que nos afectan, las cAd-MSCs, como las de 
tejido graso humano201,202,209 y otras especies domésticas, parecen ser las 






Por otro lado, aunque las MSCs de medula ósea de diferentes especies 
domésticas también toleran la congelación,137,200,210,212 son las más 
sensibles comparadas con otras fuentes. 
 
 
1.5 TERAPIA CON MSCs EN MEDICINA VETERINARIA 
 
 
La especie canina representa para nuestra profesión, una importante 
población de pacientes que requiere de altos niveles de especialización 
para el tratamiento de todas las patologías relacionadas con la misma, y a 
la vez, supone un importante modelo animal para realizar la traslación de 
los resultados experimentales obtenidos a la especie humana.8,10,25,55 
 
La primera descripción del empleo de células madre en medicina 
veterinaria fue realizado por Smith y col.5 en 2003 para el tratamiento de 
lesiones tendinosas en el caballo.  
 
Desde entonces, han sido muy diversas las enfermedades tratadas, 
pero a pesar de sus prometedoras perspectivas, son escasas las 
publicaciones de sus resultados en diversas especialidades clínicas.14 
 
De forma muy sucinta, vamos a indicar las principales patologías 
donde se han descrito el uso de MSCs en pequeños animales (perro, gato) 
y caballo.2,10,14,213  
 
 





Existen diversos estudios en el perro como modelo animal, 
relacionados  con la estimulación de la osteogénesis en fracturas,79,214,215 
defectos óseos críticos,216-219 u osteonecrosis avascular (enfermedad de 





alogénicas de diversas fuentes, bien solas o con diferentes biomateriales. 




En la especie equina, por la gravedad que supone en esta especie 
dichas patologías, es donde mayor numero de estudios se han realizado, 
con resultados muy alentadores tanto con MSCs autólogas o alogénicas 
de médula ósea,223-225 grasa,226 sangre de cordón umbilical227 o 
amnios.228,229  
 
Sus resultados permiten retornar a su actividad entre el 70%-90% de 
los individuos sin recidivas, comparado con el 23-66% de los 
tratamientos tradicionales.223,227,230 
 
En la especie canina se ha descrito la migración de cBM-MSCs en la 





La eficacia del uso de MSCs de diversas fuentes en el tratamiento de 
la osteoartritis y lesiones del cartílago articular ha sido reportada en el 






Úlceras y heridas 
 
En caballo se han empleado MSCs de líquido amniótico241 y sangre 
periférica242 para el tratamiento de úlceras de decúbito y heridas 
cutáneas. En el perro han sido las cBM-MSCs en heridas243 y las 









Degeneración del disco intervertebral 
 
La implantación de cBM-MSCs ha permitido la regeneración de 
discos intervertebrales degenerados en la especie canina.245,246 
 
Síndrome de compresión medular 
 
El perro es considerado modelo ideal para estudios sobre secuelas 
neurológicas por compresión medular, al padecerlo de forma espontánea 
por hernia del disco intervertebral. La implantación autóloga o alogénica 









Recientemente demostramos que la implantación periglandular de 
cAd-MSCs alogénicas, producía una mejoría estadísticamente 
significativa de al menos 9 meses de duración en perros refractarios al 
tratamiento convencional con esta patología.250  
 
Por otro lado, proponemos al perro como modelo animal con esta 
terapia, al padecerla de manera espontánea al igual que la especie 
humana. 
 
En la especie equina también se ha demostrado el efecto terapéutico 










Son escasos en medicina veterinaria los trabajos con el empleo de 
MSCs en otras enfermedades, como el asma,252 insuficiencia renal 
























La terapia celular con células madre ha despertado un enorme interés 
en la comunidad científica por su posible potencial terapéutico en 
enfermedades actualmente de difícil curación, donde las distintas 
investigaciones y pruebas clínicas están dando resultados prometedores, 
y cuyo potencial es una realidad incipiente en medicina veterinaria.2,19,213 
 
El tema es aún más innovador en medicina canina, donde el empleo 
de MSCs, fundamentalmente procedentes del individuo adulto, es una 
alternativa terapéutica para patologías que actualmente no poseen 
tratamiento o no son efectivos, proporcionando elementos capaces de 
producir la regeneración de tejidos y órganos dañados.8 
 
La evolución de esta terapia en el perro ha comenzado con cierto 
retraso respecto a la especie equina. Sin embargo, debido al número de 
individuos, variedad de patologías que se puedan favorecer, sumado al 
cada vez mayor cuidado sanitario por los propietarios hacia sus mascotas, 
permitirá en un futuro no muy lejano un crecimiento progresivo de esta 
temática. 
 
Por otro lado, el perro representa un modelo animal preclínico que 
está jugando, cada vez más, un papel fundamental en la traslación de sus 
resultados con estas nuevas terapias hacia la especie humana.8,10 
 
A pesar de estas prometedoras perspectivas, existen aún importantes 
lagunas e interrogantes que resolver, principalmente en la biología que 
subyace a estas terapias, en el comportamiento e identificación in vitro 
de las distintas fuentes celulares empleadas en esta especie, la puesta a 
punto de los distintos procesos de manipulación, conservación y 
preparación dirigidos a su implantación in vivo, así como en la falta de 
estudios preclínicos en diferentes patologías del perro; aspectos básicos 










Por consiguiente, planteamos la siguiente HIPÓTESIS para nuestro 
trabajo: 
 
 Que las cBM-MSCs y cAd-MSCs reúnen los requisitos necesarios 
para su aplicación mediante terapia celular en esta especie. 
 
Bajo la anterior hipótesis de trabajo, el OBJETIVO GENERAL de 
esta tesis es profundizar en el conocimiento en cultivo de esas células, 
mediante técnicas de aislamiento, identificación, conservación y 
diferenciación in vitro de las mismas, para una aplicación terapéutica 
eficaz, comparando ambas fuentes procedentes del mismo individuo.  
 
Para lograr ese objetivo general, se plantearon los siguientes 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
 
1. Determinar la Eficiencia de las técnicas de obtención de las dos 
fuentes celulares a estudiar. 
 
2. Evaluar la eficiencia de los protocolos de aislamiento y 
proliferación, así como las características del cultivo de las cBM-MSCs 
y cAd-MSCs. 
 
3. Analizar sus fenotipos respecto a la expresión de marcadores de 
superficie.  
 
4. Demostrar in vitro su capacidad de diferenciación hacia los 
linajes condrogénico, osteogénico y adipogénico. 
 
5. Establecer el efecto de la criopreservación sobre su 
comportamiento celular posterior, determinando el medio crioprotector 
óptimo para cada uno de los tipos celulares estudiados.  
 
6.  Aplicar y demostrar su capacidad terapéutica in vivo en un 
























Para la realización del presente estudio se empleó una muestra de 16 
perros de ambos sexos (8 machos y 8 hembras), de diferentes razas, de 1 
a 6 años de edad (2,6 ± 1,8 años) y un peso medio de 18,7 ± 8 kilos.  
 
Todos los individuos manifestaban el adecuado estado sanitario, 
libres de enfermedad infectocontagiosa o parasitaria, y fueron donantes 
tanto de médula ósea como tejido adiposo.  
 
Las muestras fueron tomadas en condiciones asépticas y bajo 
anestesia general inhalatoria con isoflurano, previo consentimiento 
informado de su propietario.  
 
Todos los procedimientos y protocolos efectuados en los animales 
cumplían la legislación nacional y europea (Real Decreto RD1201/ 2005 
y Directiva de la UE 86/609/CEE, modificada por la 2003/65/ CE) para 




3.2 OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS 
 
 
3.2.1 Médula ósea   
 
Se obtuvieron a través de aspiración en la cara interna de la tibia. 
Previa preparación quirúrgica de los animales, se realizó una pequeña 
incisión en la piel con una hoja de bisturí nº 11, para acceder a la cavidad 
medular del hueso mediante firmes movimientos giratorios con la ayuda 
de un trocar de aspirado de médula ósea tipo Jamshidi 16 G. (Fig. 7a) 
 
Una vez en el sitio, la guía del trocar fue retirada, se conectó a una 





realizó el aspirado de la médula aplicando la suficiente presión negativa 
con el émbolo de la jeringa.  
 
Por último, se procedió al taponado de la jeringa y al transporte de las 
muestras a 4 ºC hasta el Laboratorio de Bioingeniería y Regeneración de 






Figura 7. Obtención de muestras de médula ósea (a) y tejido 
adiposo (b) canino. 
 
 
3.2.2 Tejido adiposo   
 
 
Las muestras de grasa se extrajeron del tejido adiposo subcutáneo de 
la región glútea. (Fig. 7b) 
 
Previa preparación del campo quirúrgico, se realizó una pequeña 
incisión de la piel, a través de la cual y mediante disección, se obtuvo 
una muestra de grasa de unos 10 cm3 de volumen, que fue colocada en 





penicilina/estreptomicina al 1% y fungizona al 0,5% (Apéndice I.2).  
 
El cierre de la incisión se realizó de manera rutinaria. Estas muestras 








3.3.1 Aislamiento y cultivo primario 
 
 
3.3.1.1 Médula ósea 
 
 
En campana de flujo laminar, las muestras fueron diluidas en 
proporción 1:1 en tampón fosfato (PB) (Apéndice I.1) con 2% de suero 
fetal bovino (FBS) y sometidas a pipeteos repetidos para favorecer la 
separación celular. Después, se centrifugó a 400 g durante 5 minutos 
para eliminar los restos de la grasa y el sobrenadante. Se resuspendió en 
el mismo medio y se pasó a través de una jeringa con aguja de 20 G para 
disgregar los agregados celulares y posibles restos de hueso.  
 
Las muestras fueron posteriormente sometidas a un gradiente de 
densidad sobre una solución de Ficoll (Histopaque®), para separar su 
fracción mononuclear (Apéndice I.4). 
 
Para ello, se emplearon tubos de polipropileno diseñados 
específicamente para el aislamiento in vitro de células mononucleares 
por gradiente de concentración SepMate-50®. (Fig. 8) 
 
Aislada la fase intermedia que contiene la fracción mononuclear, 
localizada entre las fracciones del gradiente y de plasma, se sometió a 





efectuar un conteo de viabilidad en cámara de Neubauer con azul tripano 
(Apéndice I.5). Con este valor se normalizó la cantidad de 





Figura 8. Esquema de la técnica de gradiente de densidad 
en frasco SepMate-50® para el aislamiento de la fracción 
mononuclear (MNC) de médula ósea canina. 
 
A continuación, se procedió a la siembra en frascos T-75 a una 
densidad de 10.000 células/cm2 con DMEM 10% FBS (Apéndice I.2), y 
se mantuvieron en incubador a 37 ºC, en atmósfera del 5% de CO2 y 





A los cuatro días, se realizó un primer cambio del medio previo 
lavado con solución de Tyrode para eliminar las células no adheridas y 
restos celulares.  
El tampón Tyrode es una solución isotónica que se asemeja a la 
solución de Ringer lactato, pero que contiene magnesio, glucosa, 
bicarbonato y HEPES en vez de lactato.  
Se continuó con dos cambios de medio por semana, hasta alcanzar el 
80% de semiconfluencia. Los cultivos fueron lavados con solución de 
Tyrode, para eliminar los restos de suero del medio, y se despegaron de 
la superficie de la placa de cultivo por tratamiento con 1 ml de solución 
de tripsina/EDTA (tripsina 0,05%, EDTA 0,02%) durante 4 minutos y a 
una temperatura de 37 ºC.  
 
Una vez neutralizada la tripsina, la suspensión celular se centrifugó y 
su agregado celular fue resuspendido con DMEM 10% FBS, para 
realizar un conteo de viabilidad celular en cámara de Neubauer con azul 
tripano. 
 
Con estos datos, se realizó el correspondiente subcultivo a una 
densidad de 10.000 células/cm2 y en las mismas condiciones que el 




3.3.1.2 Tejido adiposo   
 
 
En condiciones de esterilidad, las muestras fueron lavadas 
abundantemente en PBS con penicilina/estreptomicina al 1% y 
fungizona al 1,5%, para eliminar restos tisulares y de sangre. Después, 










Figura 9. Esquema de la técnica de digestión con 
colagenasa para el aislamiento de la fracción del estroma 








A continuación, fueron troceadas minuciosamente con hojas de bisturí 
sobre una placa de vidrio, y sometidas a digestión enzimática con 
colagenasa tipo I al 0,075% durante 90 minutos a 37 ºC en agitación 
orbital (Apéndice I.3).  
 
Posteriormente, se eliminaron los restos de tejidos y grasa, se 
centrifugaron a 400 g durante 5 minutos, y se resuspendieron en DMEM 
10% FBS para ser pasadas por un filtro de nylon de 100 micras. 
 
Se centrifugó de nuevo a 400 g durante 5 minutos, para obtener la 
fracción del estroma vascular (FSV) y se realizó conteo de viabilidad en 
cámara de Neubauer con azul tripano, determinando número de MNC 
por gramo de muestra. 
 
Para el cultivo primario, las suspensiones celulares fueron sembradas 
en frascos T-75 a una densidad de 10.000 células/cm2 en DMEM 10% 
FBS, mantenidas y subcultivadas en las mismas condiciones 
anteriormente comentadas para la médula ósea. 
 
 
3.3.2 Capacidad de proliferación 
 
 
3.3.2.1 Ensayo MTS 
 
 
La proliferación celular se evaluó con el ensayo MTS, un método 
colorimétrico que por la bioreducción del reactivo de Owen o sustrato 
MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolium], determina el número de células vivas por la acción 
enzimática de las células metabólicamente activas. 
 
 Se produce un producto coloreado, el formazán, el cual es soluble en 
el medio de cultivo y puede ser cuantificado midiendo su absorbancia a 
492 nm con espectrofotómetro, siendo su cantidad directamente 





Para ello, en una placa de 96 pocillos, se siembran 3.000 células por 
pocillo del tipo celular a estudiar con medio DMEM 10% FBS, 
empleando 8 pocillos como réplicas de cada muestra para cada lectura. 
 
Las células se dejan proliferar realizando el cambio de medio dos 
veces por semana, y sus lecturas los días 1, 4, 7, 11, 14, 18 y 21, 
atendiendo al protocolo marcado por el fabricante (Apéndice I.6). 
 
Se calculó la curva de proliferación para cBM-MSCs y cAd-MSCs 
frescas y criopreservadas en pase de cultivo 2. 
 
 
3.3.2.2 Rendimiento celular 
 
 
El rendimiento celular se determina a partir del número de células 
obtenidas a la semiconfluencia del cultivo primario (p0), normalizando 
su número en relación al número de mililitros de médula ósea o gramos 
de grasa de la muestra procesada. 
 
Por otro lado, a partir de las poblaciones obtenidas durante nuestros 
experimentos, y subcultivadas hasta semiconfluencia, calculamos el PDT 
(population doubling time o tiempo de duplicación celular). 
 
PDT se puede definir como la media de tiempo que necesita una 
población celular en duplicarse, y es calculado mediante las siguientes 
fórmulas:115 
  
CD = ln (N/N0) / ln (2) 
  
PDT= CT / CD 
  
Donde CD sería el número de duplicaciones celulares, N es el número 
de células finales, N0 es el número inicial de células, y CT es el tiempo 






Nuestros cálculos han sido realizados usando el algoritmo 
suministrado por V. Roth (2006) en http://www.doubling-time.com.  
 
Hemos calculado estos valores para ambos tipos celulares en pases de 




3.4 CITOMETRÍA DE FLUJO 
 
 
3.4.1 Anticuerpos monoclonales  
 
La gran mayoría de los anticuerpos que se comercializan están 
diseñados para reaccionar frente a antígenos humanos o de roedores de 
laboratorio.  
 
Por ello, se realizaron pruebas previas para determinar aquellos que 
también presentaban homología con células de origen canino, y cuyas 
características se muestran en la siguiente tabla. (Tabla 5) 
 
En cada tubo, las células fueron incubadas con tres anticuerpos.  
 
!
3.4.2 Preparación de las muestras  
 
 
• Suspender 1 x 106 células en tampón FACS (Apéndice I.2) en un 
tubo de polipropileno de 12 x 75 mm, y lavar en tampón FACS. 
Centrifugar a 400 g durante 5 minutos. 
 
• Incubar con el anticuerpo primario o con los anticuerpos 
conjugados a un fluorocromo, durante 30 minutos a 4 °C. Lavamos 






• Incubar con el anticuerpo secundario, si el anticuerpo no estaba 
conjugado a un fluorocromo, durante 30 minutos a 4 °C. Lavar y 
centrifugar a 400 g durante 5 minutos. 
 
• Incubar con 7-amino-actinomicina D (7-AAD) durante 20 minutos 
a 4 °C, marcador de viabilidad usado para excluir las células 





Tabla 5. Características de los marcadores de superficie  
empleados. 
!
Marcador Casa Comercial Clon Isotipo Flurocromo 
CD29 R&D P5D2 IgG1 PE 
CD34 Miltenyi Biotec AC136 IgG2a FITC 
CD45 Miltenyi Biotec 5B1 IgG2a APC 
CD90 R&D Thy-1A1 IgG2a APC 
MHC-II BD Pharmingen G46-6 IgG2a PE 
STRO-1 R&D STRO-1 IgM λ - 
Anti-IgM 







3.4.3 Análisis en citómetro de flujo 
 
 
Las muestras fueron analizadas en un citómetro de flujo MoFlo® 
SP1338 (DakoCitomation, Dinamarca) dotado de: 
 
• Dos láseres: Coherent Enterprise II con dos picos de emisión, uno 
en 488 nm y otro entre 351 y 364 nm, y diodo rojo con pico de 
emisión en 635 nm.  
 
• Un fotoreceptor para la luz transmitida. 
  
• Ocho fotomultiplicadores, uno de ellos para captar la luz 
dispersada, y los otros siete para captar las distintas fluorescencias: 
tres para la luz azul, dos para la ultravioleta y dos para la roja.  
 
• Boquillas para diferentes tamaños de partículas o células, 50, 70, 
100, 200 y 400 micras.  
 
• Dispensador de muestra totalmente automatizado, Smart Sampler, 
con posibilidad de usar tubos de 0,5 ml, 1,5 ml, 5 ml base redonda, 
14 ml base redonda, 15 ml base cónica o 50 ml base cónica.  
 
• Separación celular de hasta 4 vías simultáneamente. 
 
• Aplicación para calibración de la separación, Cyclone.  
 
• Aplicación para control automático de la separación, Sort Master.  
 
• Posibilidad de hacer la separación tanto en tubo como en portas o 
placas multipocillos. 
 






Se analizaron un mínimo de 50.000 eventos viables. Los datos fueron 
adquiridos en forma de histogramas mono y biparamétricos.  
 
El posterior análisis de los datos, utilizando el programa Summit v. 
4.0, se aprovechó para recombinar los parámetros obtenidos y redefinir 
diferentes regiones de selección.  
 
El porcentaje de células positivas fue determinado tomando como 
referencia la tinción no específica con anticuerpos del mismo isotipo. 
 
 
3.5 CAPACIDAD MULTIPOTENCIAL DE DIFERENCIACIÓN  
 
 
La plasticidad fue valorada mediante la capacidad de diferenciación 
hacia los linajes adipogénico, osteogénico y condrogénico, que supone 
un método estándar, fundamental y necesario para la confirmación de la 
multipotencialidad de las mismas in vitro. 
 
 Para demostrar dichas capacidades, hemos sometido a MSCs de 
ambas fuentes, tanto en fresco como criopreservadas, a dichas pruebas 
de diferenciación de linajes mesodérmicos.(Fig. 10) 
 
 
3.5.1 Diferenciación adipogénica 
 
 
La capacitación adipogénica se llevó a cabo cultivando en monocapa 
2,5 x 105  MSCs en placas de 35 mm con 2 ml de DMEM 10% FBS 
hasta alcanzar el 100% de semiconfluencia.  
 
 Posteriormente, en los cultivos experimentales se cambió a medio 
adipogénico que aporta insulina, dexametasona, IMBX e indometacina 
(Apéndice I.2), además de suero de conejo al 15%, para potenciar la 





DMEM 10% FBS durante 21 días. En ambos casos, los cambios de 
medio se realizaron cada 3 días. 
 
La evaluación adipogénica se comprobó a los 7, 14 y 21 días, 
mediante tinción con el colorante para lípidos oil red O durante 15 
minutos a temperatura ambiente. Para finalizar, se lavaron con agua 







Figura 10. Valoración de la capacidad multipotencial de 






3.5.2 Diferenciación osteogénica 
 
 
Se sembraron 3 x 104 MSCs de cada tipo celular en placas de 6 
pocillos (3 controles y 3 experimentales), con 2 ml de DMEM 10% FBS!
hasta llegar al 80% de semiconfluencia. Posteriormente, en los pocillos 
experimentales se continuó con medio osteoinductor que aporta 
dexametasona, β-glicerolfosfato y ascorbato-2-fosfato durante 21 días, 
con cambios de medio cada tres días (Apéndice I.2). 
 
Para valorar la capacidad osteogénica, se analizó a 7, 14 y 21 días la 
expresión de fosfatasa alcalina, reconocida como marcador temprano de 
osificación, tanto bioquímica como citoquímica, y la presencia de 
depósitos de calcio en la matriz extracelular con la tinción de rojo 
alizarina (Apéndice I.7). 
 
 
3.5.3 Diferenciación condrogénica 
 
 
Para potenciar la condrogénesis, se procedió a una siembra de MSCs 
en cultivo tridimensional, para formar una micromasa o agregado celular, 
con un total de 6 réplicas experimentales y 6 controles por experimento. 
 
Para ello, en un tubo cónico de 15 ml se resuspendieron 2,5 x 105 
células con 0,5 ml de medio condrogénico (Apéndice I.2) para las 
muestras experimentales, y con el mismo medio pero en ausencia de 
TGF-β1 (10 ng/ml) para los controles.  
 
Se centrifugaron a 400 g durante 5 minutos, se aflojaron los tapones 
de los tubos para facilitar el intercambio gaseoso y se incubaron a 37 ºC, 
atmósfera de 5% de CO2 y 100% humedad relativa durante 21 días, con 
cambios de medio cada 2 días, asegurándose que las micromasas 
formadas se despegaran del fondo en el primer cambio de medio, 





Al finalizar el período de cultivo in vitro, las micromasas fueron 
fijadas con formalina neutra tamponada 10% (Apéndice I.8) durante 30 
minutos, lavadas con PBS otros 30 minutos e incluidas en parafina para 
someterlas a estudio histoquímico.  
 
Para ello, una vez incluidas en parafina (Apéndice I.8) y someterlas a 
cortes de 7 micras, procedemos a la tinción con azul de toluidina, 
safranina O-fast green y azul alciano para manifestar la presencia de 
glucosaminoglucanos de la matriz extracelular (Apéndice I.8).  
 
Además, se efectuó un estudio inmunohistoquímico para manifestar la 
existencia de colágeno II (marcador de cartílago articular) para 
microscopía óptica, que nos permitió estudiar la presencia de matriz 
cartilaginosa (Apéndice I.9). 
 
Por otro lado, las micromasas también fueron estudiadas mediante 
microscopía electrónica de transmisión con la colaboración del Servicio 
de Microscopía Electrónica de los Servicios Centrales de Investigación 






Con el objetivo de estudiar específicamente la influencia de la 
criopreservación sobre las cBM-MSCs y cAd-MSCs, y teniendo en 
cuenta la importancia que tienen el DMSO y FBS como elementos 
crioprotectores, se probaron cuatro concentraciones diferentes de dichos 
productos, basados en la poca bibliografía existente y en nuestras 
experiencias previas, que nos permitieran seleccionar la óptima 
proporción de estos componentes. (Tabla 6)  
 
Para ello, tres réplicas por experimento de 1 x 106 de cBM-MSCs y 
cAd-MSCs de ocho individuos en pase de cultivo 1, fueron 
resuspendidas en viales de polipropileno para congelación con 1 ml de 





Tabla 6. Composición de los medios crioprotectores 
probados. 
 
Crioprotector  1  2  3  4 
% DMSO 5 10 10 10 
% FBS 10 5 10 90 
% DMEM 85 85 80 0 
Abreviaturas: DMSO, dimetilsulfóxido; FBS, suero fetal bovino; 
DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium. 
 
 
Una vez preparadas las distintas concentraciones, los criotubos fueron 
introducidos en un contenedor con isopropanolol a -80 ºC durante 24 h, 
que permite el descenso progresivo de 1 ºC de temperatura por minuto, 
para después ser crioconservadas a -196 ºC en nitrógeno líquido durante 
al menos 120 días. 
 
La descongelación del criotubo se llevó a cabo de manera rápida por 
inmersión durante un par de minutos en baño de agua a 37 ºC hasta la 
desaparición de cristales de hielo.  
 
Inmediatamente, se homogenizó la muestra y se realizó un recuento 
de viabilidad con tinción vital con azul tripano para determinar los 
porcentajes de células vivas y muertas. 
 
Determinado el medio crioprotector óptimo para cada fuente celular, 
valorando el mayor número de células viables respecto al número total 
de células congeladas, se procedió a estudiar la influencia de la 
criopreservación, en los siguientes parámetros comparados con sus 






• Curva de proliferación celular por ensayo MTS a partir de sus 
mediciones a los 1, 4, 7, 11, 14, 18 y 21 días de cultivo. 
 
• Cálculo de tiempo de duplicación celular (PDT). 
 
• Capacidad de diferenciación hacia tejidos de linajes adipogénico, 









Figura 11. Esquema del experimento para la obtención del 
medio crioprotector óptimo y valoración del efecto de la 






3.7 ESTUDIO IN VIVO CON MSCs CANINAS 
 
 
 A partir de los resultados comparativos del estudio in vitro de ambas 
fuentes, y con el propósito de avanzar en su utilización terapéutica, 
hemos querido demostrar sus resultados clínicos en un modelo animal 
canino, seleccionando, por primera vez, las cAd-MSCs como agente 
terapéutico en casos refractarios de queratoconjuntivitis seca (KCS) en 






 Se seleccionaron doce perros de diferentes razas, 4 hembras y 8 
machos, con edades comprendidas entre los 4 y 12 años (8,5 ±1,5 años) 
y peso entre 9 y 40 kilos (15,8 ± 7 kg). 
 
 El criterio de inclusión fue padecer, durante al menos los últimos 6 
meses, KCS bilateral refractaria a los tratamientos convencionales 
(corticoesteroides, tacrolimus, ciclosporina, y lágrimas artificiales), con 
un test lagrimal de Schirmer (STT ) < 10 mm/min en cada ojo, y sin 
ninguna alternativa terapéutica viable.  
 
 Ningún animal recibió algún tipo de medicación antiinflamatoria o 
inmunomoduladora al menos dos semanas antes del tratamiento, y solo 
se les mantuvo con lágrimas artificiales. 
  
 Animales sin tratar o placebo no fueron incluidos en el presente 
estudio, ya que solo se incluyeron los perros con KCS con una respuesta 
previa al tratamiento convencional totalmente ineficaz. 
 
 Todos los dueños de los animales fueron plenamente informados y 







3.7.2 Evaluación clínica  
 
 
 Los individuos fueron sometidos a exploraciones periódicas tanto 
generales como oftalmológicas. 
 
 Para valorar la evolución clínica del proceso se midió la producción 
de lágrimas y se valoró la salud de la superficie ocular de cada ojo.  
 
 La producción de lágrimas se midió usando el STT en un minuto. La 
superficie ocular fue evaluada con las mediciones clínicas de secreción 
ocular, hiperemia conjuntival y cambios corneales (edema, 
vascularización, pigmentación, y úlcera corneal), clasificados como 
ausente (0), leve (1), moderada (2) o grave (3).  
 
 Todos estos parámetros fueron registrados antes del tratamiento 
(inicio) y a los 3, 6, y 9 meses después de la implantación de células. 
 
 
3.7.3 Implantación celular 
 
 
El procedimiento se realizó bajo anestesia intravenosa ultracorta con 
propofol (6 mg/kg) previa sedación preanestesica con medetomidina 
(5 µg/kg) y metadona (0,4 mg/kg). 
 
Todos los animales fueron tratados con células congeladas alogénicas, 
previamente caracterizadas con las técnicas antes descritas, y que fueron 
subcultivadas y aplicadas en pase de cultivo 2. 
 
Un total de 24 ojos con KCS de los 12 animales seleccionados, fueron 
implantados con una inyección de 5 x 106 cAd-MSCs, alrededor de la 
glándula lacrimal principal, y de 3 x 106 cAd-MSCs en la glándula del 
tercer párpado, suspendidas en 0,4 ml de DMEM y empleando una aguja 














Figura 12. Técnica de implantación de cAd-MSCs 







3.8 TRATAMIENTO DE DATOS 
 
 
Todos los datos se representan como valores medios ± sus 
desviaciones estándar (SD). 
 
Los datos de los diferentes experimentos han sido sometidos a test 
estadístico utilizando el programa informático Sigmaplot® 13.0 (Systat 
Software Inc., USA), que incluye: 
 
-Test t de Student. 
 
 -Análisis de la varianza de una vía (ANOVA) seguido del test post 
hoc de Tukey. El grado de significancia se establece en los siguientes 
rangos: p<0,05 (*), p<0,01 (**) y p<0,001(***). 
 
En la prueba in vivo cada parámetro es recogido de cada ojo de los 
animales tratados, que son considerados como muestras independientes. 
Puesto que los datos no estaban distribuidos normalmente, se realizaron 
análisis estadísticos utilizando el test de Kruskal-Wallis y las 
comparaciones entre grupos se realizaron con un test de Tukey. El grado 



























A continuación, se describen los resultados de las técnicas de 
obtención de muestras, tanto de médula ósea como de tejido adiposo, en 





Mediante el empleo del trocar de biopsia de médula ósea tipo 
Jamshidi del calibre adecuado, hemos podido obtener, de forma eficaz y 
segura en todos los animales, muestras de médula ósea para su posterior 
procesamiento.  
 
Se ha extraído un volumen medio de 2,8 ± 1,5 ml de médula ósea por 
aspirado. No se ha observado ningún tipo de complicación clínica 




La extracción de una pequeña porción de grasa en la región glútea, 
supone una localización fácil, segura y abundante de obtención de la 
misma, sin que el pequeño acto quirúrgico haya supuesto ningún tipo de 
complicación para el donante, obteniéndose un peso medio de muestra 





















Todas las muestras sometidas a gradiente de densidad en frasco 
SepMate-50® permitieron seleccionar su fracción mononuclear y 
posterior expansión, siendo el número de células mononucleares 
obtenidas por ml de muestra de médula ósea de 11,99 ± 2,6 x 106 




Figura 13. Eficiencia de la técnica de aislamiento, en 
millones de células mononucleares (MNC) aisladas por ml 
de médula ósea (BM) y gramo de grasa (Ad). Expresado en 
media ± SD. Los asteriscos indican diferencias significativas 







La digestión enzimática con colagenasa al 0,075% permitió en todas 
las muestras una eficaz obtención de la fracción del estroma vascular, 
con un número de mononucleares por gramo de grasa de 0,926 ± 0,135 x 
106 células.  
 
Encontramos diferencia significativa (p<0,001) entre la mayor 









Tras la siembra del cultivo primario, las MSCs se adhieren al plástico 
entre los 2 y 4 días, manifestando morfológicamente una población de 
células adherentes, polimórficas y heterogéneas, con típico crecimiento 
en colonias y contacto intercelular a través de prolongaciones espinadas. 
(Fig.14a) 
 
Este crecimiento típico en colonias se pierde en los siguientes 
subcultivos, donde las células manifiestan una morfología algo más 
homogénea, polimórfica, manteniendo el contacto intercelular con 
prolongaciones citoplasmáticas y dejando espacios en la placa sin ocupar.  
 
A la semiconfluencia, los cultivos presentan agrupaciones celulares 
muy manifiestas, con un fenotipo fibroblastoide delgado y muy alargado, 
crecimiento cada vez más apretado conforme aumenta el número de 
células y varios planos de orientación, y con amplios espacios en el 









 Figura 14. Cultivo primario a 5 días de cBM-MSCs, 
manifestando crecimiento en colonias (a) y cultivo 
semiconfluente en monocapa, en pase de cultivo 2 (b). 





La adhesión al plástico tras la siembra del cultivo primario se produce 
prácticamente a las 24 horas, siendo mucho más rápida que en el caso de 
las cBM-MSCs. Otra característica diferencial es su morfología, mucho 
más homogénea y fibroblástica, con amplia actividad mitótica, con 
crecimiento en monocapa, uniforme y continuo, que va ocupando toda la 






Este crecimiento se mantiene en los siguientes subcultivos, donde 
manifiesta una morfología todavía más homogénea, fusiforme, 
manteniendo un contacto intercelular muy fuerte, con crecimiento muy 
rápido que ocupa toda la superficie de la placa, lo que le confiere unos 





Figura 15. Cultivo primario a 5 días de cAd-MSCs (a) y 
cultivo semiconfluente en monocapa, en pase de cultivo 2 










4.2.3 Rendimiento celular del cultivo primario 
  
 
El número de MSCs obtenidas en cultivo primario en semiconfluencia 












Figura 16. Comparación del rendimiento en millones, de 
MSCs obtenidas del cultivo primario por ml de médula ósea 
(cBM-MSCs) y gramo de tejido adiposo (cAd-MSCs). 
Expresado en media ± SD. Los asteriscos indican diferencias 









Por gramo de tejido adiposo se consiguieron 19,94 ± 2,12 x 106 de 
cAd-MSCs.  
 
Se aprecia diferencia significativa (p<0,001) en el mayor rendimiento 
celular por parte del tejido adiposo respecto al de medula ósea. (Fig. 16) 
 
 
4.2.4 Proliferación  
 
 
4.2.4.1 Ensayo MTS 
 
 
Tras la obtención de la curva de proliferación celular en pase 2, de 
cBM-MSCs y cAd-MSCs frescas a partir de los resultados del ensayo 
MTS durante 21 días, podemos describir diferencias entre ambas 
fuentes. (Fig. 17) 
 
La proliferación de las cBM-MSCs es mucho más lenta, y presentan 
una variación mayor en cada muestra de los distintos donantes 
comparadas con las cAd-MSCs.  
 
Las cAd-MSCs manifiestan una fase de crecimiento exponencial más 
pronunciada, con una mayor homogeneidad en la proliferación entre las 
muestras de cada individuo, alcanzando antes la fase de meseta. Dicha 
fase es alcanzada hacia los 14-17 días de cultivo para las cAd-MSCs, 
mientras que las cBM-MSCs aún continúan proliferando a los 21 días.









Figura 17. Comparativo de la curva de proliferación celular 
resultado del test de actividad metabólica MTS durante 21 
días de cBM-MSCs (a) y cAd-MSCs (b) en pase 2. Expresado 
en media de valores de absorbancia ± SD. (n =16). 
 
 
4.2.4.2 Tiempo de duplicación celular (PDT)  
 
 




El tiempo de duplicación celular (PDT) de cBM-MSCs en pase de 
cultivo 1 ha sido de 3,13 ± 0,43 días y en pase 2 de 3,40 ± 0,5 días, sin 








Para las cAd-MSCs su PDT en pase 1 fue de 2,14 ± 0,22 días y 
2,29 ± 0,24 días en pase 2, sin diferencia significativa entre ambos. 
 
Encontramos diferencias significativas (p<0,001) cuando se 






Figura 18. Comparación del tiempo de duplicación celular 
(PDT) en días, entre cBM-MSCs y cAd-MSCs en pases de 
cultivo 1 y 2. Expresado en media ± SD. Los asteriscos 
indican diferencias significativas entre valores comparados. 






4.3 CITOMETRÍA DE FLUJO.  
 
 
Los perfiles inmunofenotípicos de cBM-MSCs revelaron una 
población de células homogénea, donde se encontraron células positivas 
para los marcadores mesenquimales CD29, CD90, y STRO-1. 
 
 Además, estas células fueron negativas para la expresión de 






Figura 19. Inmunofenotipo de cBM-MSCs frente a algunos 







En el caso de las cAd-MSCs, mostraron también expresión positiva 
para los marcadores mesenquimales evaluados y falta de expresión para 








Figura 20. Inmunofenotipo de cAd-MSCs frente a algunos 












4.4 CAPACIDAD MULTIPOTENCIAL DE DIFERENCIACIÓN  
 
 





Mediante la adición de suero de conejo al medio adipogénico hemos 
conseguido incrementar notablemente la capacidad de diferenciación de 
las cBM-MSCs hacia este linaje, las cuales son positivas en los tres 




Figura 21 Cultivos de cBM-MSCs tratados mediante 
citoquímica de oil red O para la detección de acúmulos 
grasos intracelulares a 7, 14 y 21 días. Abreviaturas: C, 





Apreciamos la aparición de depósitos de grasa intracitoplasmáticos a 
la semana de inducción en los cultivos experimentales, que van 
incrementándose en tamaño y número conforme pasan los días y que son 




Al igual que ocurre con las cBM-MSCs, la adición de suero de conejo 
al medio adipogénico potencia notablemente la capacidad de 





Figura 22. Cultivos de cAd-MSCs tratados mediante 
citoquímica de oil red O para la detección de acúmulos 
grasos intracelulares a 7, 14 y 21 días. Abreviaturas: C, 






En las cAd-MSCs existe un mayor y más rápido acúmulo de 
depósitos lipídicos dentro de las células, comparados en el mismo 
periodo de tiempo con cBM-MSCs. 
 
Estos comienzan a manifestarse prácticamente desde el segundo día 
de cultivo y se incrementan intensamente hasta el día 21, confirmados 
con la tinción de oil red O. (Fig. 22) 
 
 





Durante los primeros días de osteoinducción se aprecian cambios en 
la morfología celular en el cultivo experimental, adquiriendo las células 
formas más poligonales y estrelladas, con agregación celular que se va 
incrementando con el paso de los días En el medio control las células 
crecen hasta confluencia y sin modificaciones en su morfología. (Figs. 
24-25) 
 
El análisis cuantitativo de fosfatasa alcalina, muestra una diferencia 
significativa (p<0,01) a los 21 días respecto a su control y en 
comparación a la cantidad expresada a los 7 días de osteoinducción 











Figura 23. Valores del análisis bioquímico de la actividad 
fosfatasa alcalina de cBM-MSCs en cultivos control (C) y 
osteoinducido (OI) a 7, 14 y 21 días. Expresado en media ± 
SD. Los asteriscos indican diferencias significativas entre 








Cuando realizamos la citoquímica de la fosfatasa alcalina 
apreciamos un incremento en su expresión a lo largo de los días 






Figura 24. Cultivos celulares de cBM-MSCs tratados 
mediante citoquímica para la detección de fosfatasa alcalina 
a 7, 14 y 21 días. Abreviaturas: C, control; OI, 











La tinción con rojo alizarina para revelar los depósitos de calcio en 
los cultivos, fue ligeramente positiva el día 14 y mucho más intensa 






Figura 25. Cultivos celulares de cBM-MSCs tratados 
mediante citoquímica de rojo alizarina para la detección de 
calcio a 7, 14 y 21 días. Abreviaturas: C, control; OI, 











En el proceso de inducción osteogénica in vitro de las cAd-MSCs, 
observamos cambios en su morfología celular, fenómeno también 
descrito anteriormente para las cBM-MSCs osteoinducidas, pasando de 
una forma fibroblástica típica a una morfología más poligonal y 
estrellada. 
 
En los últimos días de diferenciación, se produce una importante 
agregación celular, con retracción de la monocapa que fragmenta la 
típica imagen de proliferación de las cAd-MSCs mantenida en el cultivo 




Figura 26. Valores del análisis bioquímico de la actividad 
fosfatasa alcalina de cAd-MSCs en cultivos control (C) y 






El análisis cuantitativo de fosfatasa alcalina, muestra valores muy 
bajos durante la osteoinducción, donde no se aprecia ninguna diferencia 
significativa entre los cultivos control y experimentales en los plazos 
medidos. (Fig. 26) 
 
La citoquímica de la fosfatasa alcalina manifiesta expresión positiva a 
los 21 días por parte de los cultivos osteoinducidos respecto a sus 





Figura 27. Cultivos celulares de cAd-MSCs tratados 
mediante citoquímica para la detección de fosfatasa alcalina 
a 7, 14 y 21 días. Abreviaturas: C, control; OI, 







La tinción con rojo alizarina de los depósitos de calcio en los cultivos 
experimentales fue positiva a los 21 días en comparación con sus 





Figura 28. Cultivos celulares de cAd-MSCs tratados 
mediante citoquímica de rojo alizarina para la detección de 
calcio a 7, 14 y 21 días. Abreviaturas: C, control; OI, 














A los pocos días de la siembra ya se puede apreciar la formación de 
pequeños agregados celulares, tanto con el medio control como 
experimental, haciéndose más evidente la diferencia de tamaño entre 




Figura 29. Micromasas de cBM-MSCs y cAd-MSCs de un 
mismo individuo (E), comparadas con sus respectivos 









Histológicamente, se aprecia una producción de matriz extracelular en 
las muestras experimentales mediante la tinción con azul de toluidina, 
colorante que se une a los radicales sulfatos de los proteoglucanos, 






Figura 30. Estudio histológico de las micromasas de
 cBM-MSCs. Abreviaturas: C, control; CI, condroinducido; 
AT, azul de toluidina; SFG, safranina O-fast green; AA, azul 
alciano; II, inmunohistoquímica de colágeno tipo II. Barra 









La tinción con safranina O"fast green es también positiva, al teñir de 
color anaranjado la matriz formada por glucosaminoglucanos sulfatados 
del cartílago, a diferencias de sus controles. El azul alciano, que se une a 
los restos ácidos y sulfatados de los proteoglucanos, corroboraron estos 
resultados, igual que la presencia de colágeno tipo II mediante 
inmunohistoquímica. (Fig. 30) 
 
 Los resultados de la microscopia electrónica de transmisión con 
micromasas procedentes de cBM-MSCs en medio control (Fig. 31a), a 
21 días de cultivo, demuestran ya presencia de condroblastos con cierta 
densidad y disposiciones paralelas, formando capas cohesionadas entre 
sí mediante perfiles de fibras colagénicas; los núcleos son prominentes y 
con retículo endoplasmático rugoso próximo. 
 
 Los resultados en presencia de medio condroinductor (Figs. 31b, c y 
32), a día 21 de cultivo, muestran micromasas constituidas por 
condroblastos que presentan una alta actividad celular, a juzgar por el 
aspecto eucromático de sus núcleos, el elevado número de 
invaginaciones de sus membranas, así como por la alta presencia de 
mitocondrias bien conservadas, ribosomas libres, cisternas dilatadas de 
retículo endoplásmico rugoso con abundante contenido, e importante 
número de gránulos citoplasmáticos densos próximos al núcleo 
(Figs. 31b y 32) y presencia de fibras de colágeno bien organizadas. Es 
frecuente identificar en el interior de las células un citoplasma denso, 








Figura 31. Microscopía electrónica de transmisión de 
micromasas de cBM-MSCs (a, b, c) y cAd-MSCs (d, e) de un 
mismo individuo, en situación control (a, d) y experimental 
(b, c, e), a 21 días de cultivo. Abreviaturas: CON, 
condroblastos; fc y flechas, fibras de colágeno; n, núcleo; 
rer, retículo endoplásmico; vl, vacuolas lipídicas. Barras:    








Figura 32. Microscopía electrónica de transmisión a detalle 
de micromasas de cBM-MSCs, en situación experimental a 
21 días de cultivo. Abreviaturas: CON, condroblastos; fc, 
fibras de colágeno; m, mitocondrias; n, núcleo; rer, retículo 





La evolución de las micromasas de cAd-MSCs muestran un estado de 
crecimiento similar, de manera que ya desde los primeros días de la 
siembra se aprecia formación de agregados celulares, tanto en medio 
control como experimental. Con el paso de los días es evidente la 
diferencia de tamaño entre ellas, pero siendo éste menor que en las 





La tinción con azul de toluidina también manifiesta la presencia de 
proteoglucanos en la matriz extracelular de las muestras 
condroinducidas, pero mucho menos expresada que en las micromasas 





Figura 33. Estudio histológico de las micromasas de 
cAd-MSCs. Abreviaturas: C, control; CI, condroinducido; 
AT, azul de toluidina; SFG, safranina O-fast green; AA, azul 
alciano; II, inmunohistoquímica de colágeno tipo II. Barra 






Las tinciones con safranina O"fast green y azul alciano, confirman 
estos resultados. También se manifiesta la existencia de colágeno tipo II 
en la micromasa experimental mediante inmunohistoquímica, pero con 




Figura 34. Microscopía electrónica de transmisión a 
detalle de micromasas de cAd-MSCs, en situación 
experimental a 21 días de cultivo. Abreviaturas: cn, célula 
necrótica; fc, fibras de colágeno; vl, vacuolas lipídicas. 








La microscopía electrónica de transmisión de micromasas 
procedentes de cAd-MSCs, crecidas en medio control (Fig. 31d) y 
experimental (Fig. 31e) a día 21 de cultivo, manifiestan una baja 
progresión en la formación del tejido, con una matriz extracelular poco 
organizada, con escasas fibras colagénicas, de disposición irregular, 
aleatorias y muy separadas, sugiriendo espacios edematosos (Fig. 34) y 
presencia de células necróticas. Las células que forman las micromasas 
son alargadas y la presencia de tropocolágeno en el interior celular es 
pobre, casi inexistente. En los condroblastos que se han formado, el 
grado de dilatación de las cisternas de retículo endoplasmático rugoso es 
mucho menor que en medio condrogénico, con abundante presencia de 












El porcentaje de células viables obtenidas tras el protocolo de 
congelación de cBM-MSCs hasta nitrógeno líquido con los cuatro 
medios crioprotectores fue del 66,73 ± 3,31%; 72,42 ± 2,31%; 
63,10 ± 3,57 %; y 91,91 ± 2,09 %. (Fig. 35). 
 
Encontramos diferencia significativa (p<0,001) al comparar el mejor 
resultado (medio 4) con el resto, al igual que ocurre entre los medios 2 y 












Figura 35. Resultados de porcentaje de viabilidad celular de 
cBM-MSCs congeladas en los diferentes medios 
crioprotectores probados. Expresado en media ± SD. Los 
asteriscos indican diferencias significativas entre valores 





Los resultados para las cAd-MSCs fue el siguiente: 74,47 ± 3,07 %; 
69,01 ± 2,89 %; 77,49 ± 3,4 %; y 98,13 ± 1,22 %; para los medios 1, 2, 3 









Figura 36. Resultados de porcentaje de viabilidad celular de 
cAd-MSCs congeladas en los diferentes medios 
crioprotectores probados. Expresado en media ± SD. Los 
asteriscos indican diferencias significativas entre valores 
comparados. p<0,05 (∗) y p<0,001 (∗∗∗). (n=8). 
 
 
También encontramos diferencias significativas (p<0,001) al 
comparar el de mejor resultado (medio 4) con el resto, al igual que 
ocurre entre los medios 2 y 3. Entre el medio 1 y 2 solo existe una 
diferencia significativa con p<0,05. 
 
Por consiguiente, para ambas fuentes celulares, el medio crioprotector 
con mejor porcentaje de células viables tras 120 días de congelación, es 
el compuesto por la proporción de 10 % de DMSO y 90% de FBS, con 
porcentajes de 91,91 ± 2,09 % para cBM-MSCs y 98,13 ± 1,22 % para 







Cuando comparamos la viabilidad celular entre ambas fuentes 
celulares frente a la congelación, apreciamos también una mayor 
sensibilidad y peores resultados por parte de cBM-MSCs con los mismos 
medios testados, existiendo diferencias significativas (p<0,001) con los 
medios 2, 3 y 4 respecto a las cAd-MSCs. 
 
 
4.5.2 Efecto de la criopreservación  
 
 
4.5.2.1 Características del cultivo 
 
 
 En ninguno de los tipos de MSCs estudiadas hemos apreciado cambio 
de la morfología en los cultivos posteriores a la criopreservación. 
 
 
4.5.2.2 Ensayo MTS 
 
 
Al valorar el efecto de la congelación sobre la capacidad de 
proliferación celular de las MSCs caninas, con la combinación 
10% DMSO y 90% FBS como medio crioprotector, encontramos un 





Cuando comparamos las curvas de proliferación de cBM-MSCs tras 
la descongelación con sus valores en fresco en el mismo pase de cultivo, 
se aprecia diferencia entre ellas, con un retraso en la actividad 
proliferativa de las células descongeladas, mostrando una menor curva 








Figura 37. Comparativo de la curva de proliferación celular 
resultado del test de actividad metabólica MTS durante 21 
días en pase de cultivo 2 de cBM-MSCs frescas (f) y 
criopreservadas (c). Expresado en media de valores de 





Cuando se realiza esta misma comparación en las cAd-MSCs, no se 
evidencian grandes diferencias entre ambas curvas de crecimiento, como 
hemos descrito en las cBM-MSCs, manteniéndose su potente capacidad 









Figura 38. Comparativo de la curva de proliferación celular 
resultado del test de actividad metabólica MTS durante 21 
días en pase de cultivo 2 de cAd-MSCs frescas (f) y 
congeladas (c). Expresado en media de valores de 
absorbancia ± SD. (n =16). 
 
 
4.5.2.3 Tiempo de duplicación celular (PDT)  
 
 
El tiempo de duplicación celular de cBM-MSCs criopreservadas ha 
sido de 3,86 ± 0,54 días, mientras que para cAd-MSCs fue de 
2,32 ± 0,36 días, con diferencia significativa (p<0,001) entre ambas 










Figura 39. Comparación del tiempo de duplicación celular 
(PDT) en días, entre cBM-MSCs y cAd-MSCs frescas (f) y 
criopreservadas (c) en pase de cultivo 2. Expresado en 
media ± SD. Los asteriscos indican diferencias significativas 




Por otro lado, al comparar las células de cada fuente respecto al 
mismo pase de cultivo en fresco, en ambas se aprecia un incremento en 
los tiempos de duplicación, mucho mayor en el caso de cBM-MSCs, 









4.5.2.4 Capacidad multipotencial de diferenciación  
 
 
No se ha apreciado ninguna diferencia posterior en el comportamiento 
de las cBM-MSCs y Ad-MSCs criopreservadas con 10% DMSO y 90% 
FBS en su capacitación hacia los tres linajes mesodérmicos 
(osteogénico, adipogénico y condrogénico) comparado con los 





La evaluación adipogénica se lleva a cabo también a los 7, 14 y 21 
días, y su valoración cualitativa con la tinción con oil red O es 
igualmente positiva, sin diferencias respecto a su comportamiento en 
fresco, para ambos tipos celulares al compararlas con su control. 
 
Al igual que ocurría en las cAd-MSCs frescas, éstas continúan 





La capacitación osteogénica de las células criopreservadas de ambas 
fuentes se mantiene intacta al compararla con las células frescas, 
manteniéndose un mayor potencial de diferenciación por parte de las 
cBM-MSCs, valorada a 7, 14 y 21 días mediante la expresión de 





El comportamiento de ambos tipos celulares criopreservados hacia 
diferenciación condrogénica, manifiesta una situación muy similar a los 
cultivos en fresco, con formación de micromasas, las cuales en su 





matriz extracelular frente a las tinciones con azul de toluidina, safranina 
O-fast green, azul alciano e inmunocitoquímica para colágeno tipo II, 
cuando se compararan con sus grupos control. 
 
Tal y como ocurría con las MSCs en fresco, la mayor capacitación 
condrogénica se consigue en las cBM-MSCs. 
 
 
4. ESTUDIO IN VIVO CON MSCs CANINAS 
 
 
Tras la implantación periglandular de todos los animales no se 
apreció ninguna complicación local o sistémica durante los períodos de 
seguimiento.  
 
La evolución clínica del cuadro de KCS ha manifestado mejoría 
clínica durante los tres primeros meses del tratamiento en todos los 
parámetros analizados. (Tabla 7) 
 
Esta recuperación se mantiene estable hasta el último seguimiento y 












Tabla 7. Valores demográficos y evolución clínica de los 
animales implantados.  
 
Perro Sexo Edad Tiempo STT Descarga ocular Hiperemia 
 Cambios 
 corneales 
1 M 12 0 8/7 2/2 1/1 1/2 
   3 14/12 1/1 1/1 1/1 
   6 14/11 0/0 0/1 0/1 
   9 15/12 0/0 0/0 0/0 
2 M 8 0 0/4 2/2 2/2 2/2 
   3 2/4 1/1 2/1 1/1 
   6 1/4 1/1 2/1 1/1 
   9 2/4 1/1 2/1 1/1 
3 H 11 0 8/6 1/1 1/1 0/2 
   3 13/9 0/1 0/1 0/1 
   6 15/10 0/0 0/1 0/0 
   9 15/10 0/0 0/0 0/1 
4 M 4 0 9/6 1/2 2/2 1/2 
   3 18/12 0/0 0/1 0/1 
   6 16/14 0/0 0/1 0/1 
   9 16/13 0/0 0/1 0/1 
5 M 6 0 3/0 2/3 2/3 1/1 
   3 14/12 1/1 1/1 0/1 
   6 16/16 0/0 0/0 0/0 
   9 18/16 0/0 0/0 0/0 
6 H 6 0 7/6 2/1 2/2 0/1 
   3 14/14 1/1 1/1 0/1 
   6 18/17 0/1 0/1 0/0 
   9 18/17 0/1 0/0 0/0 
        
        





        
7 M 9 0 0/7 3/1 3/2 2/1 
   3 12/16 1/0 2/0 2/0 
   6 16/19 0/0 1/0 2/0 
   9 19/20 0/0 1/0 1/0 
8 M 6 0 5/4 1/1 1/1 3/3 
   3 14/10 0/1 0/0 1/2 
   6 16/11 0/1 0/0 1/2 
   9 16/11 0/1 0/0 1/2 
9 M 10 0 0/3 3/1 2/1 2/1 
   3 3/7 2/0 2/1 2/0 
   6 2/6 2/0 2/1 2/0 
   9 3/7 2/0 2/0 2/0 
10 M 8 0 7/9 1/1 1/1 3/3 
   3 14/16 0/0 1/0 2/1 
   6 17/17 0/0 0/0 1/0 
   9 17/17 0/0 0/0 1/0 
11 H 6 0 6/7 1/1 1/1 2/1 
   3 14/14 1/0 1/0 1/0 
   6 14/16 0/0 0/0 0/0 
   9 14/16 0/0 0/0 0/0 
12 H 11 0 3/4 2/2 1/0 1/2 
   3 4/5 1/2 1/0 1/1 
   6 3/4 1/2 1/0 1/1 
   9 4/4 1/2 1/0 1/1 
Abreviaturas: M, macho; H, hembra; STT, test de Schirmer en mm/min. 
Descarga ocular, hiperemia y cambios corneales valorados en ausentes 
(0), medio (1), moderado (2) o severo (3). Los datos de cada ojo son 







La media del test de Schirmer previa al tratamiento fue de 4,96 ± 2,97 
mm/min. Este valor se incrementó significativamente (p<0,01) hasta 
11,16 ± 4,57 mm/min a los tres meses, alcanzando 12,25 ± 5,62 y 
12,66 ± 5,69 en el sexto y noveno mes, respectivamente. Estos dos 
últimos valores son también significativamente mayores respecto al de 





Figura 40. Evolución del test de producción lagrimal de 
Schirmer en mm/min al inicio y a los 3, 6 y 9 meses de la 
implantación de cAd-MSCs. Expresado en media ± SD. Los 
asteriscos indican diferencias significativas en comparación 





Las puntuaciones obtenidas en el seguimiento de la secreción ocular, 
hiperemia y cambios corneales, mostraron una disminución durante todo 






Figura 41. Evolución de la descarga ocular al inicio y a los 
3, 6 y 9 meses de la implantación de cAd-MSCs. Expresado 
en media ± SD. Los asteriscos indican diferencias 
significativas en comparación con el valor de inicio. p<0,01 







Figura 42. Evolución de la hiperemia al inicio y a los 3, 6 y 
9 meses de la implantación de cAd-MSCs. Expresado en 
media ± SD. Los asteriscos indican diferencias significativas 









Figura 43. Evolución de los cambios corneales al inicio y a 
los 3, 6 y 9 meses de la implantación de cAd-MSCs. 
Expresado en media ± SD. Los asteriscos indican diferencias 
significativas en comparación con el valor de inicio. 
p<0,001 (∗∗∗). (n=24). 
 
 
Dichas reducciones fueron estadísticamente significativas entre los 
valores de inicio, y a los seis y nueve meses después del tratamiento para 
todos los parámetros (p<0,001). 
 
Las diferencias al tercer mes respecto a los valores iniciales, fueron 
significativas para la descarga ocular (p<0,01) e hiperemia (p<0,05) pero 






















En las últimas décadas, el empleo de células troncales como 
herramienta terapéutica para el tratamiento de enfermedades de difícil 
curación, ha abierto multitud de posibilidades y esperanzas entre la 
comunidad científica con sus primeros resultados.20 
 
Actualmente, en la especie humana existen más de 4300 estudios 
clínicos (www.clinicaltrials.gov) para el tratamiento de diferentes 
patologías empleando diversos tipos de células madre. 
 
La medicina veterinaria ha integrado perfectamente estas nuevas 
terapias, gracias a una legislación menos severa que la humana, 
permitiendo no solo el empleo clínico en nuestros pacientes, sino 
sirviendo de escalón intermedio para realizar una traslación de sus 
resultados a la medicina humana.8,10,19 
  
La referencia que suponen los pacientes veterinarios, tanto animales 
de compañía (perro, gato o caballo) como de otras especies mayores de 
granja (cabra, oveja y cerdo), son cada vez más reconocidos como 
modelos animales preclínicos en diversas patologías comparado con los 
roedores.10,15 
 
Existen descritas una gran variedad de enfermedades genéticas en 
animales domésticos (292 en perro, 163 en gato, 109 en caballo y 142 en 
vacuno) con homología a la especie humana,256 que junto a su 
longevidad, fisiología y base bioquímica en determinadas enfermedades, 
los hace estar más cerca del ser humano.2,10 
 
El perro está considerado modelo animal mayor en terapias 
regenerativas de diferentes tejidos y órganos como hueso, miocardio, 
cartílago, médula espinal, hígado, páncreas y ojos, entre 
otros.8,10,214,238,250  
 
La terapia con células madre en veterinaria, comenzó hace más de 
una década en el tratamiento de lesiones tendinosas en el caballo,5 pero 
no ha sido hasta los últimos años cuando ha tomado impulso en el 





El empleo de MSCs adultas, tanto de médula ósea como de tejido 
adiposo, son las que han impulsado su rápida difusión, por su facilidad 
de extracción, proliferación y capacidad de expansión,2,8 sumado a la 
ventaja de no producir tumores como otros tipos celulares.19,25,257 
 
Su baja inmunogenicidad y su consideración de inmunoprivilegiadas, 
ha permitido su empleo alogénico.2,8,62  
 
Son escasos los trabajos en perro que comparan en el mismo 
individuo estas dos fuentes celulares, dejando aún muchos interrogantes 
acerca de sus características biológicas y de su comportamiento in 
vitro.130,132,137 
 
Por ello, uno de los motivos principales de esta tesis ha sido 
profundizar en el conocimiento que de las MSCs adultas se tiene en la 
especie canina; comparando las fuentes celulares de médula ósea y de 
tejido adiposo en el mismo individuo, prestando especial atención a la 
Eficiencia de las técnicas de obtención, proliferación y diferenciación in 
vitro de ambos tipos celulares, así como estudiar su conservación a largo 
plazo. En este sentido, los resultados que hemos obtenido contribuyen a 
considerar a las MSCs como una herramienta prometedora para su 
empleo en terapia celular en clínica canina. 
 
  
5.1 EFICIENCIA DE LAS TÉCNICAS DE OBTENCIÓN DE 
MUESTRAS Y AISLAMIENTO CELULAR 
 
 
Los resultados de la obtención de muestras, tanto de médula ósea a 
nivel de la tibia, como de tejido adiposo subcutáneo a nivel glúteo, 
demuestran ser técnicas seguras, fáciles y que permiten la extracción de 
suficiente tejido para el posterior procesamiento y aislamiento de sus 
respectivas MSCs; conclusiones similares al único estudio publicado con 







En nuestro estudio, al emplear el mismo lugar de obtención para cada 
toma de muestra en todos los donantes, eliminamos la variabilidad 
descrita por la localización de las muestras sobre algunas de sus 
características in vitro.119,133 
 
Hasta ahora, ningún estudio había aportado en el perro, la obtención 
de muestras in vivo de ambas fuentes en el mismo donante y con tan 
amplio número de animales (n=16). 
 
Para el aislamiento de las cBM-MSCs, hemos escogido la técnica de 
gradiente de densidad por Ficoll, descrita para la obtención de la 
fracción mononuclear de médula osea.114,130,133,137 Se trata de un método 
simple y rápido de purificación de células mediante centrifugación, en el 
que la separación ocurre por la diferencia de densidad entre el Ficoll 
(densidad de 1,077 g/litro) y las células mononucleares, granulocitos y 
eritrocitos.  
 
Por primera vez, describimos el empleo de frascos SepMate®, que 
facilita y estandariza el proceso de obtención de su fracción 
mononuclear.  
 
Las cAd-MSCs se aislaron por digestión enzimática con colagenasa 
del tejido adiposo, lo que nos permitió obtener su FSV similar a otros 
trabajos.118,119,137,258 
 
En todas las muestras de los animales donantes, conseguimos realizar 
la extracción de sus correspondientes fracciones mononucleares y el 
posterior aislamiento de las MSCs por su capacidad de adhesión al 
plástico. Encontramos diferencia significativa (p<0,001) entre la mayor 
cantidad de MNC obtenidas de médula ósea, comparada con la de tejido 
adiposo en el mismo individuo y en consonancia a lo poco publicado en 
el perro137 y descrito en otras especies.78,115 
 
Por tanto, la fracción mononuclear varía con la especie, individuo, 






5.2 CARACTERÍSTICAS DEL CULTIVO Y PROLIFERACIÓN 
 
 
La morfología y crecimiento de las MSCs caninas de ambas fuentes 
durante su cultivo primario confirmaron algunas diferencias ya 
conocidas. 114,116,119,132,133 
 
Las cBM-MSCs en cultivo primario, son polimórficas y heterogéneas 
con crecimiento en colonias y manteniendo su contacto intercelular 
mediante prolongaciones. Las cAd-MSCs manifiestan una forma más 
alargada, fusiforme, con amplia actividad mitótica, crecimiento en 
monocapa y con rápida velocidad de expansión, que con el paso de los 
días tienden a ocupar toda la superficie de cultivo.  
 
En los sucesivos subcultivos, su crecimiento se realiza en monocapa 
para ambos tipos celulares. 
 
El rendimiento celular del cultivo primario demostró diferencia 
significativa (p<0,001) entre las fuentes estudiadas, con mayor 
abundancia de MSCs en tejido adiposo respecto a médula ósea.  
 
Importante destacar que, a pesar del mayor número de MNC en la 
médula ósea, su rendimiento de MSCs en cultivo primario es menor 
comparado con el tejido adiposo. Valores similares a lo reportado en el 
perro y otras especies, que ponen de manifiesto la mayor abundancia de 
MSCs en el tejido adiposo.116,117,130,137,155,258,260 
 
La capacidad de expansión ha sido evaluada mediante la obtención de 
la curva de proliferación mediante ensayo MTS durante 21 días y el 
cálculo del tiempo de duplicación celular (PDT). 
 
La curva de proliferación celular en el mismo pase de cultivo en 
ambas fuentes, muestra para las cAd-MSCs una fase de crecimiento 
logarítmica más rápida y acentuada al compararla con las cBM-MSCs, 
alcanzando la fase de meseta hacia los 14 días de subcultivo; mientras 





han demostrado una mayor variabilidad entre individuos respecto a las 
cAd-MSCs, similar a lo publicado en la especie canina151,231 y en 
équidos.155 
 
Esta diferencia en la velocidad de expansión, queda también 
evidenciada al calcular y comparar sus PDT en pase de cultivo 1 y 2, 
donde las cBM-MSCs tienen tiempos más prolongados respecto a las 
cAd-MSCs; existiendo un ligero aumento del PDT entre los pases de 
cultivo de cada fuente, pero sin ser estadísticamente significativa.  
 
Al comparar en el mismo pase de cultivo cBM-MSCs y cAd-MSCs, 
existe mayor velocidad de proliferación con diferencia significativa 
(p<0,001) a favor de las cAd-MSCs, y en consonancia con la curva 
anteriormente citada. Nuestros datos concuerdan con lo publicado en 
diferentes especies.78,137,138,149,152,155,261 El aumento del PDT con el 
número de pases de cultivo demostrado en otros estudios,137 pondría de 
manifiesto que las MSCs caninas en pases tempranos, tendrían un mayor 
potencial terapéutico.  
 
Se ha descrito en las cBM-MSCs que a partir del pase de cultivo 3, 
disminuye la proliferación y su capacidad multipotencial de 
diferenciación, relacionado con el aumento de la senescencia.133,151 Dado 
que nuestro fin último es la aplicación clínica de las MSCs, nos hemos 
centrado en pases de cultivo muy tempranos, que por un lado, nos 
permita obtener la cantidad suficiente de células, y por otro, evitar todas 
las posibles anomalías de pases muy altos.  
 
La velocidad de proliferación se ve afectada por las condiciones de 
cultivo, densidad inicial de siembra y diferentes lotes de FBS, variables 
que deberían ser consideradas a la hora de comparar entre estudios y 
explicarían las ligeras diferencias con los nuestros.130,137,258  
 
Concretamente en el caso de las cAd-MSCs, el porcentaje de FBS 
presente en el medio de cultivo constituye un parámetro de gran 





10% (como en nuestro estudio), comparado con 5% de FBS o 
sustitutivos del mismo.119,258 
 
Otros aspectos, como el lugar de extracción de las muestra y la edad 
del donante, influyen en la capacidad de expansión de las MSCs en 
ambas fuentes,133,144,262 y adicionalmente la raza en cBM-MSCs.133 Las 
condiciones de cultivo en hipoxia, también ejerce un efecto negativo en 
ambos tipos celulares, mucho más acentuado en cBM-MSCs.130  
 
Factores que influyen en su proliferación como la raza, edad, lugar de 
obtención y características del cultivo, han sido también valoradas en 
otras especies domésticas como caballo y gato.115,260,263,264 La influencia 
de la edad del donante sobre su expansión in vitro, se asocia con la 
senescencia de sus MSCs, que se determina por un acortamiento de sus 
telómeros, proceso descrito para otros tipos celulares y en diferentes 
especies.18,133,152 
 
Nuestros datos coinciden con otros trabajos en similares condiciones 
de extracción de muestras en el perro,119,133,137 donde se evidencia la 






En la especie canina, la caracterización fenotípica de sus MSCs se 
hace difícil y limitada por falta de marcadores específicos, debido a la 
escasa existencia de anticuerpos monoclonales, y a que la mayoría de los 
existentes no presentan reacción cruzada entre las distintas 
especies.102,112,146 Teniendo en cuenta que disponer de un perfil 
inmunofenotípico lo más completo posible es esencial para la inequívoca 
caracterización celular, esta limitación determina una falta de 
uniformidad respecto a uno de los requisitos mínimos que las MSCs 







Sin embargo, a pesar de la falta de reacción de algunos marcadores 
empleados, nuestra caracterización concuerda con las descritas para la 
especie canina.114,118,131,132,148,149 
 
Los perfiles inmunofenotípicos de cBM-MSCs y cAd-MSCs 
revelaron una población celular positiva para los marcadores 
mesenquimales CD29, CD90 y STRO-1, y negativa para 
hematopoyéticos CD34, CD45 y MHC-II. Al comparar entre ellas, existe 
un mayor porcentaje de expresión de CD90 para las cAd-MSCs, y de 
STRO-1 para cBM-MSCs. 
 
El STRO-1 ha sido relacionado con la capacidad de las células para 
diferenciarse en múltiples linajes mesenquimales, incluyendo células 
estromales de soporte hematopoyético con un fenotipo similar al del 
músculo liso vascular, adipocitos, osteoblastos y condrocitos.265 Aunque 
la expresión de este marcador mesenquimal ha sido descrito en las 
cBM-MSCs,114 es la primera vez que se realiza en cAd-MSCs. 
 
La falta de expresión de MHC-II nos ha permitido confirmar la baja 
inmunogenicidad de ambos tipos,8,62 aunque muy ligeramente expresado 
en cBM-MSCs.  
 
Existe ligera coincidencia con lo observado en las MSCs de médula 
ósea en la especie equina, donde un porcentaje de individuos expresan 
MHC-II. La gran heterogeneidad de su expresión en esta especie está 
influida por una combinación de factores como individuo, edad, estado 
inmunológico, lugar de extracción y condiciones de cultivo.266 
 
En équidos, a diferencia de lo que ocurre en la especie humana, la 
expresión de dicho factor no disminuye durante el número de pases, sino 
que se mantiene muy intenso hasta pases tardíos (p8) en animales con 
expresión positiva al mismo.266  En estos individuos, se ha relacionado el 
nivel de expresión MHC-II con la intensidad de proliferación de células 






Este hallazgo es de gran relevancia para el empleo alogénico de 
MSCs de médula ósea en équidos, de manera que cualquier donante 




5.4 CAPACIDAD MULTIPOTENCIAL DE DIFERENCIACIÓN  
 
 
Una de las características más importantes que deben de manifestar, y 
que hemos demostrado en las MSCs caninas, es su capacidad de, al 
menos, diferenciarse in vitro hacia los linajes condrogénico, osteogénico 
y adipogénico.  
 
La adipogénesis es demostrada por la aparición de células 
redondeadas con acúmulos de lípidos en su interior, positivos a la tinción 
con oil red O. 
 
En nuestros experimentos, hemos modificado el protocolo de 
capacitación adipogénica con la adición de suero de conejo, 
incrementando notablemente su capacidad de diferenciación hacia este 
linaje, positiva en los tres intervalos de tiempo medidos, comparados con 
sus respectivos controles en ambos tipos celulares. La adición de suero 
de conejo, rico en ácidos grasos, también ha sido utilizada por algunos 
autores en el perro y en la especie equina, pero no ha sido necesario en el 
gato.78,117,119,137,261  
  
Encontramos más precocidad y mayor acúmulo de depósitos lipídicos 
intracelulares en las cAd-MSCs respecto a cBM-MSCs en los mismos 
periodos de tiempo medidos, coincidiendo con lo publicado. 8,116,133,137 
El potencial de diferenciación adipogénico no se ve afectado con la edad 
del donante, la fuente celular o lugar de extracción de la muestra, a 
excepción del uso de suero de conejo.8,116,133,137 
 
La capacidad osteogénica ha sido evaluada por la expresión 





depósitos cálcicos positivos a la tinción con rojo alizarina a 7, 14 y 21 
días. 
 
En ambos tipos celulares, durante los primeros días de osteoinducción 
se aprecian cambios en la morfología celular en el cultivo experimental, 
adquiriendo formas más poligonales y estrelladas. Con el paso de los 
días se va produciendo agregación celular, que se incrementa hasta 
producir una ruptura del crecimiento en monocapa, mucho más 
manifiesto en cAd-MSCs.  
  
Al comparar su potencial osteogénico se evidencia una mayor 
capacidad por parte de las cBM-MSCs, confirmada por los resultados de 
los experimentos realizados.  
 
El análisis cuantitativo de la expresión de fosfatasa alcalina en 
cBM-MSCs, muestra diferencia significativa a los 7 (p<0,05) y 21 días 
(p<0,01) en los cultivos osteoinducidos respecto a sus controles, y sin 
significancia estadística para las cAd-MSCs en ninguno de los tres 
periodos de tiempo evaluados. Por otro lado, la citoquímica de la 
fosfatasa alcalina en cBM-MSCs, muestra incremento en su expresión 
con el paso de los días por parte de los cultivos osteoinducidos respecto 
a sus controles, a diferencia de las cAd-MSCs manifestado solo a día 21. 
 
La tinción con rojo alizarina de los depósitos de calcio en 
cBM-MSCs, fue ligeramente positiva el día 14 y mucho más intensa 
hacia el día 21, comparados con sus respectivos controles, y solo a día 
21 en las cAd-MSCs. 
 
La capacitación osteogénica de las MSCs de perro ha sido la más 
estudiada, por ser un buen modelo animal para regeneración ósea. Dos 
únicos estudios comparan su potencial osteogénico in vitro entre 
cBM-MSCs y cAd-MSCs del mismo individuo, con resultados diferentes; 
Alves y col.132 en 2014,  encuentran mayor capacidad osteogénica para 
las cBM-MSCs, resultados similares a los nuestros, mientras que, Chung 





En la especie equina, las MSCs procedentes de médula ósea muestran 
mayor capacidad osteogénica in vitro, seguidas de las de tejido graso, y 
menor en MSCs de sangre de cordón umbilical, de matriz umbilical o 
sangre periférica.78,117,155,191  
 
Existen factores que condicionan la capacidad osteogénica en el perro, 
como son raza, donante, lugar de extracción de la muestra, medio de 
cultivo, estado sanitario y edad.132,133,140,258 En nuestro trabajo las MSCs 
de todos los donantes han expresado capacidad osteogénica de acuerdo 
al comportamiento de su fuente de origen.  
 
Kang y col.,79 han valorado in vitro la capacidad osteogénica en 
diferentes tipos de MSCs caninas, siendo mayor para tejido adiposo y 
sangre de cordón comparados con médula ósea y gelatina de Wharton. 
Sin embargo in vivo, en un modelo de resección de segmento óseo, no 
encuentran diferencias entre dichas fuentes implantadas alogénicamente. 
 
Condiciones de cultivo en hipoxia, disminuye la diferenciación 
osteogénica en cAd-MSCs,130 datos interesantes respecto al momento de 
realizar la implantación de MSCs en ambientes con bajo nivel de 
oxígeno como en el núcleo de una fractura. La neovascularización juega 
también un papel fundamental en la osteogénesis, contribuyendo en la 
homeostasis del microambiente para la supervivencia y formación ósea 
por parte de las MSCs.73 
 
Todos estos datos indican que, no existe siempre una correlación 
entre la capacidad osteogénica in vitro y su comportamiento in vivo, por 
lo que nuevos estudios en este sentido permitirían comparar y optimizar 
la mejor fuente en un microambiente preosteogénico real, quedando 
evidencia de que la utilización de MSCs incrementa la osteogénesis in 
vivo en el perro.267,268 
 
Las MSCs estudiadas mostraron capacidad condrogénica a los 21 días, 
al producir agregados celulares tridimensionales con medio 






Las tinciones empleadas confirman la producción de proteoglucanos 
y glucosaminoglucanos en la matriz extracelular, igual que la formación 
de colágeno II, al compararlas con sus controles y más intensa en las 
micromasas de cBM-MSCs. 
 
Se aprecia una mayor capacidad condrogénica de las cBM-MSCs 
respecto a las cAd-MSCs, datos en consonancia a lo descrito en esta 
especie8,114,119,144 y similares a la equina.9,155 
 
Son escasos los estudios existentes con microscopia electrónica de 
transmisión de las MSCs en animales de compañía como perro116,269 y 
caballo,270,271 y solo uno describe la ultraestructura de las micromasas de 
cBM-MSCs en la especie canina.116 
 
Nuestros hallazgos con microscopia electrónica de transmisión, 
confirman diferencias entre ellas, y es la primera vez que se comparan 
las micromasas de ambas fuentes procedentes del mismo individuo, 
demostrando cambios morfológicos ultraestructurales hacia un perfil 
condrogénico comparados con sus controles, siendo mayor en 
cBM-MSCs. 
 
Las micromasas experimentales de cBM-MSCs muestran 
condroblastos con una alta actividad celular, manifestado por incremento 
de eucromatina de sus núcleos y del tamaño de sus orgánulos celulares: 
y presencia de fibras de colágeno organizadas. Dicha activación celular, 
es indicativa de un incremento de la biosíntesis proteica y se refleja en la 
producción de una bien organizada matriz extracelular, datos que 
coinciden con el único trabajo publicado en el perro.116 
 
Estas manifestaciones ultraestructurales son escasas en las 
micromasas experimentales de cAd-MSCs, con una matriz extracelular 
menos organizada, escasas fibras irregulares y aleatorias, y algunas 
células necróticas. Los condroblastos existentes manifiestan poca 
actividad, reflejado en sus núcleos y orgánulos, mostrando en cambio 






En resumen, demostramos que ambos tipos celulares del mismo 
individuo, son capaces de diferenciarse hacia los tres linajes 
mesodérmicos pero con algunas particularidades; las cBM-MSCs 
diferencian mejor hacia linajes osteogénico y condrogénico, mientras 
que las cAd-MSCs hacia el adipogénico.  
 
Estas variaciones podrían ser explicadas al conocer el propio nicho en 
que se alojan; las cBM-MSCs se localizan en un microambiente más 
proclive hacia el mantenimiento óseo134 y las cAd-MSCs relacionado 
con las reservas energéticas del individuo.142 La localización 
perivascular de las MSCs en su nicho como pericitos, con componentes 
celulares protruyendo en la luz endotelial de los vasos sanguíneos, les 
permite monitorizar y actuar frente a señales sistémicas.15,158,163 
 
Las MSCs, ante las señales emitidas en un ambiente lesionado se 
reactivarían, y a través de la secreción de multitud de moléculas 
bioactivas que componen su secretoma, desencadenarían efectos 
antiinflamatorios, angiogénicos, inmunomoduladores y de regeneración 
tisular.20,21,142,176 Su localización perivascular y la existencia de una 
mayor cantidad de vasos en el tejido adiposo, explicaría también la 
mayor cantidad de MSCs en este tejido.20,272 
 
Aunque no ha sido motivo de esta tesis, las MSCs de ambas fuentes 
han sido capaces de diferenciarse, bajo los adecuados estímulos, hacia 
otros tipos celulares.7,105,114,192 Hasta la fecha, ninguna ha sido capaz de 
diferenciarse hacia tenocitos, a diferencia de lo que ocurre en la especie 
equina, donde han sido las MSCs de tejido adiposo las que han mostrado 
mayor expresión de genes relacionados con dicha estructura.8,194 











La evolución futura de la terapia con células troncales, y la 
posibilidad de implantaciones múltiples con importante número de 
células por dosis, obligará a la conservación y almacenamiento in vitro 
de las mismas, sin que pierdan ninguna de sus capacidades 
regenerativas.2,130 
 
Por su condición de inmunoprivilegiadas, su uso alogénico augura un 
prometedor futuro en medicina veterinaria, que permitirá la creación de 
biobancos con diferentes donantes y fuentes, preservando las 
propiedades de las células previamente caracterizadas, que facilitaría un 
seguro y rápido empleo de las mismas.137,196,197 
 
Hasta la fecha, la criopreservación en nitrógeno líquido a -196 ºC, 
mediante congelación lenta y descongelación rápida, es el mejor sistema 
que cumple dichos objetivos.197,199 Para evitar sus efectos adversos, es 
necesario el empleo de medios crioprotectores,200 que reduzcan al 
mínimo la necrosis celular por el daño mecánico de los cristales de 
hielo196,202 y el estrés con muerte celular programada señalizado por la 
vía de la caspasa.203,204  
 
El crioprotector ideal para MSCs, debería no ser tóxico para células y 
pacientes, ni antigénico y químicamente inerte. Debe permitir altos ratios 
de supervivencia celular tras la congelación y poder administrarse  al 
paciente sin necesidad de su eliminación y lavado. 
 
A pesar de la importancia de la crioconservación, faltan estudios y 
consenso a la hora de seleccionar el medio crioprotector más eficaz, 
describir los efectos posteriores sobre cada una de las fuentes celulares y 
en las distintas especies.137,153,198,200,201 Uno de nuestros objetivos, una 
vez caracterizados y comparados ambos tipos celulares en fresco, ha sido 
valorar el efecto posterior a la criopreservación, determinando en un 






Ante la falta de uniformidad en el empleo de distintas 
concentraciones de FBS y DMSO como medios crioprotectores 
universalmente aceptados,153,199,200 la escasa bibliografía existente en la 
especie canina137,149 y nuestras experiencias previas, hemos comparado 
cuatro medios con diferentes porcentajes. El DMSO mantiene la 
integridad estructural de la membrana celular  durante la formación de 
hielo en la congelación y el FBS actúa como tampón de la presión 
osmótica y protector de membrana.196,199 DMSO al 10% con diferentes 
concentraciones de FBS, lleva siendo empleado por décadas en la 
criopreservación de diferentes tipos celulares,200 a pesar de estar descrita 
su citotoxicidad.196,202  
 
De los cuatro medios crioprotectores evaluados, hemos encontrado 
diferencias respecto al porcentaje de células viables obtenidas tras la 
congelación y descongelación. El medio crioprotector con mayor 
porcentaje de células viables es el compuesto por la proporción de 
10 % de DMSO y 90% de FBS, con diferencias significativas (p<0,001) 
respecto a las otras concentraciones. Al comparar los valores, se 
encuentran diferencias significativas (p<0,001) entre ambos tipos 
celulares, indicando una mayor sensibilidad tras la criopreservación de 
las cBM-MSCs. 
 
Determinado el medio crioprotector óptimo, hemos querido valorar la 
influencia posterior a la crioconservación sobre la proliferación y 
capacidad multipotencial de diferenciación y compararlas con las 
evaluadas previamente en fresco. 
 
En referencia a su morfología y características de cultivo, las MSCs 
de los tipos celulares criopreservadas mantienen la forma típica 
fibroblástica y su crecimiento en monocapa similar a las células en 
fresco.  
 
La influencia de la congelación/descongelación sobre la proliferación 
fue valorada tanto por su curva de proliferación a 21 días tras el ensayo 
MTS como por su PDT. Al comparar la curva de proliferación celular 





mismo pase de cultivo, apreciamos diferencias según la fuente celular. 
 
En las cBM-MSCs se manifiesta una disminución en la actividad 
proliferativa de las células criopreservadas, con una menos acentuada 
fase de crecimiento logarítmico y una fase de meseta más precoz, al 
compararla con su curva en fresco. En cAd-MSCs no se encuentran 
grandes diferencias entre sus curvas, manteniendo su pronunciada 
capacidad proliferativa prácticamente similar durante los 21 días. En 
cBM-MSCs criopreservadas, descubrimos una mayor variabilidad de la 
curva de proliferación entre donantes. 
 
La influencia de la criopreservación sobre el PDT, determina un 
incremento en los valores de ambas fuentes comparadas con los 
obtenidos en fresco, solo con diferencia significativa (p<0,05) en 
cBM-MSCs. Por otro lado, al comparar los PDT de cBM-MSCs y 
cAd-MSCs congeladas, continúa existiendo diferencia significativa 
(p<0,001) como ocurría entre sus valores en fresco. 
 
Por tanto, la criopreservación disminuye la capacidad proliferativa en 
cBM-MSCs al compararlas con las cAd-MSCs en el mismo individuo.  
 
La capacidad multipotencial de diferenciación hacia linajes 
mesodérmicos no se ve alterada por la criopreservación, siendo capaces 
de mostrar capacidad adipogénica, osteogénica y condrogénica de 
manera similar a las frescas previamente caracterizadas. La 
diferenciación hacia estos linajes ha sido evaluada cualitativamente, 
basándonos en la morfología celular, citoquímica, histoquímica e 
inmunohistoquímica respecto a sus cultivos control y con referencia a 
los resultados previamente descritos en fresco. 
 
Las MSCs caninas criopreservadas de ambas fuentes sometidas a 
medio adipoinductor, mostraron vacuolas intracitoplasmáticas positivas 
a la tinción con oil red O, sin diferencia respecto al mismo resultado de 






La capacitación osteogénica, fue demostrada mediante la citoquímica 
de la expresión de fosfatasa alcalina y la tinción de sus depósitos 
cálcicos mediante rojo alizarina, manteniéndose una mayor expresión 
por parte de las cBM-MSCs.  
 
Ambos tipos celulares criopreservados manifestaron un 
comportamiento similar al fresco en su diferenciación condrogénica, con 
formación de micromasas positivas en la tinción con azul de toluidina, 
safranina O-fast green, azul alciano y de colágeno II de la matriz 
extracelular cuando se comparan con sus controles. Se mantiene la 
mayor capacidad condrogénica en las cBM-MSCs al igual que ocurría en 
fresco. 
 
Nuestro estudio, por primera ha demostrado para MSCs de donantes 
vivos de médula ósea y tejido adiposo en el perro el medio crioprotector 
óptimo, y que la crioconservación afecta a la capacidad de proliferación 
de las cBM-MSCs, sin alterar la capacidad de diferenciación trilinaje en 
MSCs de ninguna de las dos fuentes. La proporción 10% DMSO y 90% 
FBS es el medio crioprotector más eficaz para garantizar su viabilidad, 
replicación y capacidad multipotencial para los dos tipos celulares.197 
 
En los pocos estudios sobre el efecto posterior de la criopreservación 
en las MSCs caninas, encontramos diversidad de resultados, como una 
disminución de la capacidad de proliferación y menor actividad 
telomerasa en cAd-MSCs respecto a células frescas, al comparar pases 2 
y 8,149 o ningún cambio en ambas fuentes celulares.137 La mayor 
resistencia a la criopreservación de las cAd-MSCs coinciden con lo 
publicado en el ser humano202,209,273 y especies domésticas. 197,201,208,210 
 
Las MSCs de medula ósea humana y de otras especies domésticas, 
también han demostrado ser más sensibles que las procedentes del tejido 
adiposo.200,201,212 Este efecto negativo de la criopreservación es muy 
acentuado en la especie equina, donde también los mejores resultados 






En la bibliografía actual, no se han descrito variaciones en su 
capacidad multipotencial de diferenciación en ninguna fuente canina 
cuando son criopreservadas, como en nuestro estudio137,149,274 y similares 
a otras especies.153,198,210,273 
 
Con dichos datos y ante los escasos conocimientos relacionados con 
su criopreservación, son necesarias futuras investigaciones para 
estandarizar sus protocolos de cara a un futuro desarrollo de bancos 
celulares para aplicación clínica, ya que ha quedado constancia de que 




5.6 ESTUDIO IN VIVO CON MSCs CANINAS  
 
 
Como el objetivo final de esta tesis es profundizar en la utilización 
terapéutica de las MSCs estudiadas, hemos seleccionado por sus 
características una de ellas, y demostrado sus resultados clínicos en un 
modelo animal canino. 
 
Para ello, por primera vez, se evalúa el efecto terapéutico de las 
cAd-MSCs alogénicas, implantadas alrededor de las glándulas 
lagrimales en perros con queratoconjuntivitis seca (KCS) refractaria a 
los tratamientos actuales y con un seguimiento de 9 meses. 
 
 El interés de nuestro estudio in vivo se fundamenta en que el perro se 
considera un modelo preclínico mayor de KCS, al desarrollar la 
enfermedad de manera espontánea276 y con grandes similitudes clínicas 
con los seres humanos,277 comparado con otros modelos empleados 
hasta ahora.278 
 
La KCS es una de las enfermedades más comunes en oftalmología 
humana y veterinaria. Su prevalencia en la especie humana se estima 
entre el 5% al 35%, 279,280 y entre el 4 y el 20% en la especie canina,276 





de manera significativa con la edad,281 lo cual supone un gran reto en la 
sociedad actual por el progresivo envejecimiento tanto de la población 
humana como de sus mascotas.  
 
Es una enfermedad multifactorial, con alteración funcional de la 
producción lagrimal, con cambios del volumen, composición o 
características de su secreción, lo que resulta en síntomas de malestar, 
alteraciones visuales, e inestabilidad de la película lagrimal con daño 
potencial a la superficie ocular.281,282 Aunque sus mecanismos no están 
todavía completamente entendidos, hay suficientes evidencias que 
sugieren una inmunopatogénesis de la misma, proceso que afecta tanto a 
la glándula como a la superficie ocular, con una destrucción 
inmunomediada progresiva del tejido lagrimal en los seres humanos y  
perros.281,283 
 
 Al modificarse los factores que afectan el equilibrio homeostático de 
la superficie ocular, se induce una hiperosmolaridad lagrimal, activando 
la vía de señalización intracelular, que inician la producción de 
citoquinas proinflamatorias, encontrándose en niveles elevados en las 
lágrimas de los pacientes con KCS.281,284 Dichos mediadores, activan la 
migración de células inflamatorias en la superficie ocular, con un mayor 
aumento de la secreción de citoquinas, quimiocinas, metaloproteasas y 
moléculas proangiogénicas, que facilitan la infiltración patogénica de 
células inmunes que dan lugar al cuadro clínico.281 Modelos animales 
han demostrado que las citoquinas proinflamatorias también inhiben la 
liberación de neurotransmisores con la insuficiente secreción 
glandular.285 
 
 De esta manera, se perpetua un círculo vicioso de origen inflamatorio, 
causante de la patogenia de la enfermedad, caracterizada por inflamación 
glandular, con presencia de infiltrados de células inmunes, pérdida de 
células epiteliales acinares (células secretoras), aumento de la 
producción de citoquinas proinflamatorias y una secreción lagrimal 
insuficiente.285 
 





y/o inmunosupresores, que tienen que ser administrados durante toda la 
vida y no son eficaces en algunos pacientes.282,283 Algunos de estos 
agentes están asociados con efectos secundarios indeseables que limitan 
su uso a largo plazo.281,282 
 
Una vez estudiadas y comparadas in vitro las cBM-MSCs y 
cAd-MSCs del mismo individuo, aunque expresan igual fenotipo en sus 
marcadores de superficie evaluados, manifiestan algunas diferencias. Las 
cAd-MSCs, son más fáciles de obtener, por su mayor abundancia en su 
tejido de origen y más alto índice proliferativo intrínseco, sumado a su 
mayor resistencia a la criopreservación.143 Esto conlleva a que se 
prefieran para muchos estudios clínicos, incluyendo el nuestro, donde es 
importante la producción rápida y eficiente de MSCs para terapia celular. 
8,142  
 
Por otro lado, gracias a su consideración de inmunoprivilegiadas, por 
la falta de expresión de MHC-II y moléculas coestimuladoras como 
CD40/CD40L, permiten su empleo alogénico.7,62,162,176 Este aspecto es 
de gran relevancia en medicina veterinaria, ya que en determinadas razas 
de animales de compañía, limitados por su pequeño tamaño, hace difícil 
la obtención de muestras de algún tejido (médula ósea) y por 
consiguiente el posible trasplante autólogo de MSCs. 2,137,143 
 
Existen suficientes evidencias de que el potencial terapéutico de las 
MSCs es atribuido en gran parte a los efectos paracrinos e 
inmunomoduladores, más que al recambio celular propiamente dicho. 
8,142,162,178 Estos aspectos son muy prometedores en terapia regenerativa, 
ya que la variación del efecto paracrino de diferentes poblaciones 
celulares, dará la oportunidad de seleccionar el tipo de MSCs adecuado 
para un tratamiento más específico.177,180,275 
 
Las MSCs de tejido adiposo demuestran importantes capacidades 
secretoras de diferentes moléculas bioactivas con funciones tróficas, 
paracrinas, inmunomoduladoras y antiinflamatorias, así como capacidad 
in vitro de inhibir la proliferación de linfocitos estimulados con 





es mayor en MSCs de tejido adiposo comparadas con médula ósea o 
cordón umbilical.176,184,286 Las MSCs pueden conducir al sistema inmune 
hacia un balance Th1/Th2 e incrementar el número de células T 
reguladoras.20,62 Todo ello las convierte en una alternativa terapéutica 
prometedora para enfermedades autoinmunes refractarias,20,287 además 
de haber sido empleadas en terapia celular para diferentes condiciones 
patológicas con el perro como modelo animal.2,8 
 
 El empleo alogénico de las cAd-MSCs fue decidido por varias 
razones. La KCS es una enfermedad que afecta principalmente a 
pacientes con edad avanzada y otras enfermedades 
concomitantes.283,288,289 El envejecimiento y diferentes enfermedades 
tienen un impacto negativo en la capacidad regenerativa de las MSCs 
incluyendo cambios en el potencial de diferenciación, proliferación, 
expresión génica, capacidad angiogénica e inmunomodulación. 
144,165,290,291 
 
 Como se ha descrito, condicionado a las particularidades del tamaño 
de nuestros pacientes, así como la logística necesaria para estas terapias 
avanzadas, el empleo alogénico facilitaría una rápida iniciación del 
tratamiento, evitando la extracción del tejido donante y aislamiento de 
sus MSCs. Por otro lado, permite seleccionar los mejores donantes, al 
evaluar previamente in vitro sus MSCs, personalizando la terapia.  
 
 Las cAd-MSCs alogénicas han sido administradas en diversos 
estudios, tanto de manera sistémica como local, sin que se haya descrito 
ningún tipo de complicación, pero a día de hoy, son pocos los 
conocimientos sobre su migración y anidamiento en el perro.7,173,175,292 
La administración sistémica de MSCs limita su capacidad de migración, 
debido a que gran parte son retenidas a nivel pulmonar, lo cual 
disminuiría su efectividad. 175,293 También, se ha descrito en algunas 
especies, complicaciones por la administración sistémica de grandes 
dosis, como embolismos e infartos en diferentes tejidos.292 
 
 Cuando se realiza la implantación local de cAd-MSCs, se ha 





cierto grado de migración hacia tejidos, como el timo y el aparato 
digestivo.173 Curiosamente, en estas administraciones no se encuentran 
cAd-MSCs en pulmón.173 
 
 Basados en estos conocimientos, decidimos realizar la implantación 
de nuestras cAd-MSCs mediante inyección periglandular (glándula 
principal y del tercer párpado). Todos los animales se trasplantaron en 
pase de cultivo 2, lo que nos permite obtener la cantidad necesaria de 
cAd-MSCs, evitando subcultivos adicionales innecesarios, relacionados 
con pérdida de capacidad multipotencial, disminución de la proliferación, 
senescencia, alteraciones morfológicas e inestabilidades cromosómicas. 
294,295 Al ser células criopreservadas, evitamos la disminución de sus 
niveles de telomerasa, descrito en cAd-MSCs congeladas a partir del 
pase 2, manteniendo íntegro su potencial.149 
 
 Incluso con la gran variabilidad en el grupo de pacientes, nuestros 
datos han mostrado una importante mejora clínica con cambios 
estadísticamente significativos (p<0,001) en las puntuaciones medias 
para todos los parámetros medidos (STT, descarga ocular, hiperemia y 
cambios corneales). Dicha recuperación se mantuvo estable hasta el 
último seguimiento y no mostró signos de regresión o empeoramiento.  
 
 Ninguno de los animales tratados mostró complicaciones sistémicas o 
locales, también documentado por estudios a largo plazo en un gran 
número de animales de especies domésticas.63,173 
 
 Nuestros resultados son bastante alentadores, considerando que se 
trataron animales con KCS refractaria al tratamiento convencional donde 
no había otra alternativa viable para resolver su patología. Al revisar los 
distintos animales, nueve de los doce casos (9/12) han logrado un STT y 
parámetros ocular muy similares a valores normales (STT normal 
20,2 +/- 3,0)296 durante el seguimiento. 
 
 Creemos que el posible mecanismo terapéutico de las Ad-MSCs en la 
KCS se basa en su efecto inmunomodulador y antiinflamatorio, que 





(TNF, IFN, y IL-6)281,284 desencadenan la secreción de diferentes 
factores solubles inmunomoduladores como TGF-β, HGF, PGE2 e 
IDO.62,162,178 
 
 Se rompería así el círculo vicioso de producción de citoquinas 
proinflamatorias, causantes de la apoptosis de las células de la superficie 
corneal, al inhibirse la proliferación linfocitaria, equilibrando el 
incremento de células Th1 y Th17, y atenuando la respuesta inmune por 
parte de las células T reguladoras, disminuida en la enfermedad.20,62,281 
Esta capacidad inmunomoduladora de las MSCs ha sido descrito en 
otros trastornos glandulares inmunomediados.297 
 
 Funcionalmente, se reactivaría la secreción de lágrimas, iniciando la 
reparación de la superficie ocular, quizás por la regeneración de las 
células epiteliales acinares de la glándula lagrimal. Esto concuerda con 
que uno de los primeros parámetros clínicos en evolucionar 
positivamente en nuestro estudio es la secreción lagrimal, para 
posteriormente hacerlo la descarga ocular, hiperemia y cambios 
corneales. Nuestra mejoría quedarían justificadas por el efecto protector 
que juegan las lágrimas en el equilibrio homeostático del ojo, que una 
vez recuperadas en calidad y cantidad, dan estabilidad a la superficie 
ocular (disminución de la descarga), y posteriormente, de manera más 
lenta, disminuir la inflamación (hiperemia) y restaurar los daños 
corneales.  
 
 El efecto clínico prolongado en nuestros pacientes, podría explicarse 
por la persistencia de las cAd-MSCs implantadas alrededor de los tejidos 
periorbitales y la glándula lagrimal durante más de 4 semanas, como se 
ha demostrado mediante la implantación de células marcadas.173 Por lo 
tanto, recomendamos repetir una segunda implantación entre 4 y 6 
semanas de la primera, en aquellos casos en los que no hubiera suficiente 
mejoría clínica, ya que los efectos terapéuticos pueden no ser suficientes 
después del primer tratamiento. Resultados in vivo indican que las MSCs 







 Se demuestra que la implantación de cAd-MSCs alrededor de las 
glándulas lagrimales es un tratamiento sencillo, seguro y eficaz para 
KCS refractarias a los tratamientos actuales, con una mejoría clínica 
significativa, que permite la eliminación de gran parte de la medicación 
que debe aplicarse indefinidamente, mejorando el coste económico y 
calidad de vida en estos pacientes. 
 
 Sin embargo, el presente estudio tiene sus limitaciones, entre otros, la 
necesidad de incluir tecnologías avanzadas de imagen glandular, 
medición de la composición de las lágrimas, evaluación de 
implantaciones múltiples, dosis y seguimiento a más largo plazo. 
 
 
5.7 FUTURAS LÍNEAS DE INVESTIGACIÓN 
 
 
 Para completar nuestros resultados, sería interesante continuar con 
algunas futuras líneas de investigación tanto in vitro como in vivo. 
 
 Puesto que, cada vez más datos confirman que la interacción de las 
MSCs y el microambiente inflamatorio juega un papel importante en las 
propiedades inmunomoduladoras, de proliferación y diferenciación de 
las mismas, sería de enorme interés profundizar en estos aspectos en la 
especie canina, dada su ausencia. 
 
 La valoración de su potencial inmmunomodulador, evaluando la 
capacidad inhibidora de células linfocitarias, composición del secretoma 
y sus perfiles de expresión génica, permitiría la comparación entre 
fuentes, donantes y condiciones ambientales proinflamatorias.  
 
 Otro aspecto con grandes incógnitas, es su comportamiento como 
inmunoprivilegiadas, muy poco estudiadas en comparación a otras 
especies domésticas como el caballo. 
 
 Todos estos estudios potenciaría su uso alogénico, fundamental para 





crear biobancos de diferentes fuentes y donantes, previamente 
caracterizadas in vitro, que permitan personalizar el tratamiento para 
cada individuo y patología. 
 
 Desde el punto de vista clínico, quedan interesantes líneas por 
explorar. Un aspecto, en parte estudiado en nuestro trabajo, es el 
establecimiento y estandarización de protocolos de laboratorio 
necesarios en la terapia celular con MSCs, en puntos tan básicos como la 
criopreservación, pase de cultivo, viabilidad celular, medio y método de 
transporte hasta el lugar de implantación, etc., aspectos que 
condicionarán enormemente el resultado terapéutico del mismo, al 
tratarse de un producto vivo. 
 
 Ante el diferente comportamiento de cada tipo celular estudiado, 
otros estudios preclínicos deberán determinar aspectos fundamentales 
como tipo celular a elegir, biodistribución, dosis terapéutica, número, 
momento y vía de las implantaciones, que permitan establecer criterios 
de seguridad y eficacia en cada patología. 
 
 Aunque la especie equina es la más estudiada en estas terapias 
avanzadas en medicina regenerativa veterinaria, es básico ampliar las 
posibilidades terapéuticas a otras especies domésticas de interés clínico 
como el gato.  
 
 Por último, recordar de nuevo, el valor que los resultados obtenidos 
en medicina veterinaria puedan tener como modelos preclínicos para 
diferentes patologías, y que se puedan extrapolar para futuros 
tratamientos en la especie humana. 
 





















1.-  En el perro, las MSCs procedentes de médula ósea (cBM-MSCs) y 
de tejido adiposo (cAd-MSCs) caracterizadas in vitro han 
demostrado que, a pesar de sus diferencias, reúnen todas las 
condiciones para poder ser empleadas en terapia celular en esta 
especie. 
 
2.-  Los procedimientos de extracción, aislamiento y expansión de 
MSCs de ambas fuentes tisulares han sido eficientes en todos los 
donantes estudiados. 
 
3.-  El rendimiento celular obtenido a partir de la siembra del mismo 
número de mononucleares es mayor en el caso del tejido adiposo. 
Además, las cAd-MSCs poseen una capacidad de proliferación 
significativamente superior frente a las cBM-MSCs. 
 
4.-  La caracterización mediante citometría de flujo ha revelado 
similitud entre ambos tipos celulares, con expresión positiva para 
marcadores mesenquimales CD29, CD90, y STRO-1, y negativa 
frente a CD34, CD45 y MHC-II. Ha sido la primera vez que se ha 
descrito la expresión del STRO-1 en cAd-MSCs. 
 
5.-  Las MSCs de ambas fuentes son capaces de diferenciarse hacia 
linajes adipogénico, osteogénico y condrogénico, aunque con 
algunas diferencias: las cBM-MSCs se capacitan mejor hacia los 
linajes osteogénico y condrogénico, mientras que las cAd-MSCs lo 
hacen hacia el adipogénico. 
 
6.-  La comparación de cuatro diferentes medios crioprotectores, ha 
permitido demostrar que el mejor en nuestros protocolos de 
criopreservación es el compuesto por 10% DMSO y 90% FBS para 
ambos tipos celulares. 
 
7.-  La criopreservación influye negativamente sobre la velocidad de 
proliferación en cBM-MSCs, pero no afecta a las características de 
cultivo ni a la capacidad multipotencial de diferenciación de las 





8.-  Por primera vez, se ha descrito al perro como modelo animal mayor 
preclínico para terapia celular con MSCs en la KCS refractaria al 
tratamiento convencional, al padecerla de manera espontánea. 
 
9.-  La evolución clínica ha probado que la implantación periglandular 
de cAd-MSCs alogénicas es un tratamiento seguro, simple y eficaz 
para la KCS canina, con una mejoría significativa de la producción 
de lágrimas, así como de todos los signos oculares (descarga, 
hiperemia y daños corneales) asociados con la enfermedad, al menos 
durante un período de 9 meses. 
 














   
  




APÉNDICE I: PROTOCOLOS Y FÓRMULAS 
 
 
I.1 Soluciones tampón de uso general 
 
 
Tampón fosfato (PB) 0,2 M, pH 7,3 
 
Componente mayoritario 
Na2HPO4.2H2O             26,7 g 
Agua destilada        Hasta 1 L 
 
Componente minoritario 
Na2HPO4.2H2O              6,9 g 
Agua destilada        Hasta 1 L 
 
Mezclar los componentes hasta obtener el pH 7,3 y almacenar a 4 °C. 
 
Tampón fosfato salino (PBS) 0,01 M, pH 7,3 
 
Na2HPO4.2H2O              1,9 g 
KH2PO4              0,43 g 
NaCl               7,22 g 
Agua destilada        Hasta 1 L 
Ajustar el pH a 7,3 y almacenar a 4 °C. 
 
Tampón TRIS!PBS 0,01 M, pH 7,8 
 
Na2HPO4.2H2O            1,48 g 
KH2PO4             0,48 g 
NaCl                    7 g 
Hidroximetil"aminometano (TRIS)                   5 g 
NaN3                 0,2 g 
Agua destilada                            Hasta 1 L 
 
Ajustar el pH a 7,3 y almacenar a 4 °C. 









DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)          
L-Glutamina             1,25% 
Penicilina/estreptomicina                1% 
Fungizona B               0,5% 
 
Medio DMEM 10% FBS 
 
DMEM 
FBS                         10% 
L-Glutamina             1,25% 
Penicilina/estreptomicina                    1% 




DMEM 10% FBS suplementado con: 
Suero de conejo                15% 
Dexametasona            10‐7 M 
Indometacina                             0,02 mM 
Insulina                      10‐9 M 




DMEM 10% FBS suplementado con: 
Dexametasona                      10-7 M 
β-Glicerofosfato              2 mM 











L-Glutamina                        1,25% 
Penicilina/estreptomicina                   1% 
Fungizona B                                   0,5% 
Sodio Piruvato                                     1 nM 
Dexametasona                                  10-7 M 
ITS+ Universal Culture Supplement Premix               1% 
Ascorbato-2-fosfato                                 1% 
MEM Non Essential Amino Acids (MEM NEAA)                         1% 




Leibovitzʹs, suplementado con: 
Albúmina de suero bovino (BSA)            0,2% 
Penicilina/estreptomicina                      1% 
HEPES                                      1% 
Agua bidestilada                              10% 
 
 
I.3 Solución enzimática de colagenasa 
 
 
Solución salina de Hanks suplementada con: 
Colagenasa tipo I (220 U/mg)                                         0,075% 
BSA               0,1% 
Penicilina/estreptomicina                                     3% 










I.4 Gradiente de densidad con SepMate-50® e Hystopaque® 
 
 
1. Diluir la muestra 1:1 en PBS con 2% de FBS. 
2. Añadir 15 ml de Hystopaque® al frasco SepMate-50®. 
3. Depositar con cuidado la muestra diluida por los bordes del frasco. 
4. Centrifugar a 1200 g durante 20 minutos a temperatura ambiente. 
5. Recoger la fracción mononuclear, localizada por encima del septo 
separador del frasco y colocar en otro tubo. 
6. Lavar con PBS con 2% de FBS y centrifugar a 300 g durante 8 
minutos a temperatura ambiente. Repetir este último paso. 
 
 
I.5 Recuento y análisis de viabilidad celular 
 
 
Se tomó una pequeña alícuota de suspensión celular para realizar el 
contaje en cámara de Neubauer y analizar su viabilidad mediante el 
método de exclusión del colorante azul tripano, por el cual, las células 
muertas presentarán un color azul debido a la incorporación del 
colorante, mientras que las vivas, manifiestan al microscopio un color 
blanquecino brillante.  
 
Protocolo: 
1. Homogeneizar la suspensión celular mediante repetido pipeteo. 
2. Mezclar en un tubo eppendorf 100 µl de suspensión celular con 
100 µl de azul tripano.  
3. Depositar por capilaridad 10 µl de la mezcla anterior en ambas 
cámaras de recuento del hemocitómetro, con un volumen de 10-4 cm3 
cada una, y proceder al conteo en el microscopio óptico con el 
objetivo de 10 aumentos. 
4. Determinar el número de células vivas (Cv), muertas (Cm) y totales 
(Ct) en las 4 cuadrículas marcadas con color verde de cada cámara 
obteniendo sus valores medios. (Fig. 44) 
 




Teniendo en cuenta que el volumen de suspensión celular que cabe en 
cada cuadrícula es de 0,1 mm3 (10-4 cm3), para obtener los valores de 
densidad celular aplicamos las siguientes fórmulas: 
Células vivas en la suspensión: (Cv) x (factor de dilución) x (104) 
x (ml de suspensión). 
Células muertas en la suspensión: (Cm) x (factor de dilución) x (104) 
x (ml de suspensión). 
Células totales en la suspensión: (Ct) x (factor de dilución) x (104)
 x (ml de suspensión). 
Viabilidad celular: (células vivas / células totales) x 100. 
 
El factor de dilución hace referencia a las veces que se ha diluido la 
suspensión celular en azul tripano, que en nuestro caso ha sido una 
dilución 1:1 que corresponde a un factor de dilución 2. 
 
 
Figura 44: Cámara de Neubauer. a) Cuadrantes destinados 
al recuento celular en color verde. b) Células viables 
(blancas) de cada uno de estos cuadrantes, excluyendo 
aquellas que están en contacto con los límites inferior y 
derecho de cada cuadrante. c) Las células no viables (azul) 
aparecen teñidas por el azul tripano. 




I.6 Proliferación celular: Ensayo MTS 
 
 
1. Descongelar CellTiter 96® Aqueous, a temperatura ambiente o en 
baño a 37°C.  
2. Mezclar 20 µl del reactivo con 100 µl de medio de cultivo. 
3. Añadir los 120 µl de la mezcla anterior a cada pocillo de la placa de 
96 que contiene la muestra. 
4. Incubar a 37°C durante 3 horas en el incubador de CO2. 
5. Extraer los 120 µl de cada pocillo y colocarlos en otra placa de 96 
para su lectura. 
6. Medir la absorbancia a 490 nm en el espectrofotómetro. 
 




I.7 Diferenciación adipogénica y osteogénica 
 
 
Tinción con oil red O 
 
1. Lavar con solución de Tyrode, 2 veces. 
2. Fijar las células con paraformaldehído 4% durante 10 minutos. 
3. Lavar con agua destilada durante 5 minutos. 
4. Lavar con isopropanol al 60% durante 5 minutos. 
5. Tinción con oil red O durante 10 minutos a temperatura ambiente. 
6. Lavar con isopropanol al 60% durante 5 minutos. 
7. Lavar con agua destilada 5 minutos. 
 
Observar al microscopio óptico invertido. 
 
Preparación solución fijadora de paraformaldehído al 4%: 
Paraformaldehído                             4 g 
Tampón PB 0,2 M, pH 7,3                   50 ml 
Agua destilada             Hasta 100 ml 




Preparación de la solución stock de oil red O: 
Oil red O                             0,5 g 
Isopropanol 98%             Hasta 100 ml 
 
Solución de trabajo: 
Solución stock                           60 ml 
Agua destilada                                     40 ml 
 
Análisis bioquímico de expresión de fosfatasa alcalina 
 
1. Lavar cada pocillo con 1 ml de solución de Tyrode, 2 veces. 
2. Disolver 1 tableta de p-nitrofenol en tampón SBS pH 10,5 (substrate 
buffer solution), compuesto por 50 mM de glicina y 1 mM de cloruro 
de magnesio). 
3. Preparar tubos de 5 ml rotulados, con 1 ml NaOH 1N. 
4. Añadir 1ml del preparado de p-nitrofenol por pocillo e incubar 8 
minutos.  
5. Transferir a los tubos cada ml de la placa para detener la reacción.  
6. Preparar el blanco (1:1 de solución de p-nitrofenol + NaOH 1N). 
7. Preparar curva patrón, formada por 6 tubos: 
 
Tubos 1 2 3 4 5 6 
Solución p-nitrofenol 0,1ml 0,2ml 0,4ml 0,6ml 0,8ml 1ml 
NaOH 0,02N 1ml 0,9ml 0,7ml 0,5ml 0,3ml 0,1ml 
p-nitrofenol µmol/ml 0,0045 0,009 0,018 0,027 0,036 0,045 
 
8. El color de las muestras estará entre los tubos 1 y 6.  
9. Añadir 200µl de cada tubo en pocillo de placa de 96, realizando 
varias réplicas.  
10. Leer la absorbancia en espectrofotómetro a 405 nm. 
 
Preparación de la solución de p-nitrofenol: 
NaOH 0,02 N                     9,950 ml 
Solución estándar de p-nitrofenol             50 µl 
  




Análisis histoquímico de expresión de fosfatasa alcalina  
 
1. Lavar con solución de Tyrode, 2 veces.  
2. Fijar con 1ml de tampón citrato-acetona durante 30 segundos. 
3. Lavar con H2O, 2 veces. 
4. Añadir 1ml de la solución de fast violet e incubar durante 45 minutos 
en oscuridad. 
5. Lavar con agua, 2 veces. 
 
 Observar al microscopio óptico invertido. 
 
Preparación de la solución stock del tampón citrato-acetona:  
Solución concentrada de citrato               2 ml 
Agua destilada                                                                    48 ml 
  
Preparación de la solución de trabajo del tampón citrato-acetona:  
Solución stock de citrato                                   4,5 ml 
Acetona pura                                                        3 ml 
 
Preparación de la solución de fast violet B:  
Solución stock de fast violet B (12 mg en 48 ml H2O destilada)   6 ml 
Solución de Naftol AS-MX fosfato al 0,25%                              0,25 ml 
 
Tinción con rojo alizarina 
  
1. Lavar con solución de Tyrode, 2 veces. 
2. Fijar con etanol 70º frío, 1 hora a 4º C. 
3. Lavar con solución de Tyrode, 2 veces. 
4. Añadir 1 ml del colorante rojo alizarina S al 2% e incubar 10 minutos 
en oscuridad. 
5. Lavar con agua, 3 veces. 
 








Preparación del colorante: 
Rojo Alizarina                  2 g 
Ajustar pH a 10,5 con hidróxido de amonio al 0,5% 
Agua destilada            Hasta 100 ml 
 
 
I.8 Procesamiento histológico de las micromasas 
 
 
Solución fijadora de formalina neutra tamponada al 10% (BNF 10%) 
 
Formaldehído 37>40%           100 ml 
NaH2PO4.H2O                             4 g 
Na2HPO4.2H2O                6,5 g 
Agua destilada                          Hasta 1 L 
 
Protocolos de inclusión, corte y montaje 
 
En la inclusión en parafina, la duración se refleja a continuación: 
 
Etanol 70°, 80°, 96° (x2) y 100° (x3)                          1 h en cada paso 
Tolueno (x2)                20 minutos 
Parafina I                               4>6 horas 
Parafina II                               4>6 horas 
Parafina III                       18>24 horas 
 
Tras la preparación del bloque se deja polimerizar la parafina a 
temperatura ambiente siendo cortado el bloque en secciones de 7 µm con 
micrótomo Micron HM 340. 
 
Procesamiento de las secciones 
 
Los procesos de desparafinado/hidratación y deshidratación/aclarado 
de las secciones se detallan a continuación: 
  
  




   Xileno (x2)              10 min 
               
   Alcohol 100° (x2)   10 min 
    Desparafinado/                                 Deshidratación/  
      Hidratación  Alcohol 96°             5 min            Aclarado 
 
   Alcohol 70°              5 min 
       
   Agua destilada          5 min 
 
 
Tinción con azul de toluidina  
 
1. Desparafinado e hidratación de la muestra. 
2. Azul de toluidina 10 minutos. 
3. Lavar en agua destilada, deshidratar y montar en Entellan®. 
 
Preparación del colorante azul de toluidina: 
Azul de toluidina                               1g 
Tetraborato sódico                                  1g 
Agua destilada                       Hasta 100 ml 
 
Tinción con safranina O-fast green  
 
1. Se desparafina e hidrata. 
2. Safranina 10 minutos. 
3. Lavar en agua destilada 5 minutos. 
4. Fast green 1 minuto. 
5. Lavar en etanol 95° durante 5 minutos. 
6. Deshidratar y montar en Entellan®. 
 
Preparación de los colorantes: 
Safranina 
Safranina O                                   1 g 
Agua destilada                                    Hasta 100 ml 
  






Fast green                            10 g 
Ácido acético                 2 ml 
Agua destilada                                   Hasta 100 ml 
  
Solución de trabajo: 
Solución stock              10 ml 
Agua destilada               90 ml 
 
Tinción con azul alciano 
 
1. Se desparafina e hidrata. 
2. Ácido acético 3% durante 3 minutos. 
3. Azul alciano durante 1 hora. 
4. Lavar en agua 10 minutos. 
5. Lavar en agua destilada 5 minutos. 
6. Lavar en agua destilada, deshidratar y montar en Entellan®. 
  
Preparación del azul alciano:  
Azul alciano 8 GX                     1 g 
Ácido acético glacial al 3%                          10 ml 
Ajustar el pH a 2,5 usando tampón de fosfato sódico (Na2HPO4.12H2O, 
7,16 g/100 ml). 






Solución desactivadora de la peroxidasa endógena 
 
Metanol                 10% 
Peróxido de hidrógeno al 30                 3% 
TRIS"PBS, pH 7.8                87% 
 




Solución bloqueadora de las uniones inespecíficas 
 
BSA                     1% 
Triton® X"100               0,5% 
Azida de Sodio (NaN3                        0,1% 
Suero                       5% 




1. Desparafinado e hidratación de la muestra. 
2. Digestión con papaína 0,05% a 37º C durante 15 minutos y lavar con 
TRIS-PBS pH 7,8 otros 15 minutos. 
3. Desactivación de la peroxidasa endógena durante 30 minutos y lavar 
15 minutos. 
4. Incubar 1er anticuerpo anti-Col II 1:100 a 4 ºC durante 18 horas y 
lavar 5 minutos. 
5. Incubar el 2º anticuerpo anti-IgG conejo 1:50 durante una hora y lavar 
5 minutos. 
6. Incubar en PAP 1:200 45 minutos y lavar 5 minutos. 
7. Revelado en diaminobencidina (DAB) 0.05% 10 minutos en 
oscuridad. 
8. Deshidratación, aclarado y montar en Entellan®. 
 
 
I.10 Soluciones para microscopía electrónica 
 
 
Solución fijadora de glutaraldehído al 3,5% 
 
Glutaraldehído             1,4 ml 
Tampón PB 0,2 M                5 ml 
Agua destilada             3,6 ml 
 
  




Solución de araldita 
 
Componente AM              10 ml 
Componente B             10 ml 
Mezclar con fuerte agitación 
Componente C             0,4 ml 
Mezclar con fuerte agitación 
Componente D                0,4 ml 
 
Mezclar con fuerte agitación y reposar durante 1 hora a temperatura 
ambiente. 
 
Procesamiento de las micromasas para microscopía electrónica 
 
1. Lavar con PB 0,1 M durante dos minutos, tres veces. 
2. Fijar con glutaraldehído al 3,5% durante 40 minutos a 37 °C.  
3. Lavar tres veces con PB 0,1 M y mantener las micromasas a 4 ºC en 
PB 0,1 M con azida sódica al 0,05 
4. Fijación con osmio al 0,2% a temperatura ambiente y en oscuridad, 
durante 30 minutos. 
5. Deshidratación con etanol de gradación creciente (30°, 50° y 70°) tres 
minutos cada uno.  
6. Inmersión en acetato de uranilo al 2% en etanol de 70° durante una 
hora a 4 ºC y en oscuridad.  
7. Deshidratación con etanol (70°, 96° x2 y 100° x3) durante 3 minutos 
cada vez. 
8. Incubar en araldita al 50% en etanol absoluto una hora, a temperatura 
ambiente y con agitación suave. 
9. Incubar con una mezcla 1:3 de etanol 100° y araldita durante 30 
minutos, a temperatura ambiente y con agitación suave. 
10. Incubar en araldita pura toda la noche. 
11. Al día siguiente, renovar la araldita e incubar a 65-70 ºC durante 3 
horas. 
12. Retirar el exceso de araldita, y en la estufa a 65-70 ºC dejar 
polimerizar 3 días  
 




Posteriormente, con el ultramicrotomo se obtuvieron cortes semifinos 
(0,5-2 µm de grosor), que se montaron sobre portaobjetos para su 
examen en microscopio óptico, y cortes ultrafinos de 30-70 nm de grosor, 
que se recogieron sobre rejillas metálicas para ser examinados con el 









APÉNDICE II: MATERIAL, PRODUCTOS Y EQUIPOS 
 
 
II.I Material y productos para la obtención de muestras  
 
 
Agujas hipodérmicas (BBraun VetCare) 
Alcohol de 96º(SPB) 
Bata cirugía desechable (Bastos Viegas) 
Braunosan H plus (BBraun VetCare) 
Catéter Introcan® Certo (BBraun VetCare) 
Domtor ® (Pfizer) 
Esparadrapo (3M Medical Care) 
Gasas estériles (Bastos Viegas) 
Gorro cirugía desechable (Bastos Viegas) 
Grapadora cutánea Precise® Vista (3M Medical Care) 
Guantes desechables (IB Médica) 
Guantes quirúrgicos estériles Naturflex (IB Médica) 
Heparina sódica (Heparina Hospira solución 1%) 
Hoja bisturí 11 y 20 (Swann-Morton) 
Isofluorane Isovet (BBraun VetCare) 
Jeringas estériles de 2, 5,10 y 20 ml (BBraun VetCare) 
Lactato de Ringer (BBraun VetCare) 
Mango bisturí (Aesculap) 
Mascarillas quirúgicas (3M Medical Care)  
Pinza de Hadson (Aesculap) 
Pinzas Halsted mosquito (Aesculap) 
Pinzas Kocher (Aesculap) 
Portaagujas Hegar-Olsen (Aesculap) 
Propofol Lipuro 10mg/ml (BBraun VetCare) 
Rasuradora Oster Golden A-50. Oster 
Rasuradora quirúrgica estéril (Wilkinson) 
Semfortan (Esteve Veterinaria) 
Separador Senn-Miller(Aesculap) 
Tallas de campo(Bastos Viegas) 
Tapón Combi (BBraun VetCare) 




Tijeras de disección Metzembaum (Aesculap) 
Trocar aspirado medular tipo Jamshidi (Monoject®, 16 G x 3/16´´ a 
1-7/8´, Covidien) 
Vetergesic (BBraun VetCare SA) 
Yodinco (BBraun VetCare) 
 
 
II.2 Material y productos generales laboratorio 
 
 
Acetona (CH3COCH3) (141007; Panreac) 
Ácido acético glacial (CH3COOH) (141008; Panreac) 
Ácido clorhídrico (HCl) (131019; Panreac) 
Albúmina de suero bovino (BSA) (A‐7906; Sigma) 
Azida sódica (NaN3) (162712; Panreac) 
Bicarbonato sódico (NaHCO3) (6329; Merck) 
Cloruro potásico (KCl) (131494; Panreac) 
Cloruro sódico (NaCl) (131659; Panreac) 
Dihidrogenofosfato de potasio (KH2PO4) (4873; Merck) 
Dihidrogenofosfato de sodio monohidrato (NaH2PO4.H2O) (6586; Merck) 
Etanol 96° (212800; Panreac) 
Etanol absoluto (C2H5OH) (212801; Panreac) 
Hidrogenofosfato de dipotásico (K2HPO4) (121512; Panreac) 
Hidrogenofosfato disódico dihidrato (Na2HPO4.2H20) (6580; Merck) 
Hidróxido sódico (NaOH) (141687; Panreac) 
Metanol (CH3OH) (141091; Panreac) 
Tolueno (C7H8) (141745; Panreac) 
Tris (hidroximetil‐aminometano) (C4H11 NO3) (8382; Merck) 












II.3 Productos para cultivos celulares 
 
 
Agua destilada estéril (W‐3500; Sigma-Aldrich) 
Alcohol isopropílico (C3H8O) (I‐0398; Sigma-Aldrich) 
Anfotericina B (A‐2942; Sigma-Aldrich) 
Ascorbato‐2‐fosfato (A‐8960; Sigma-Aldrich) 
Azul tripano (T‐8154; Sigma-Aldrich) 
Bicarbonato sódico (NaHCO3) (S‐5761; Sigma-Aldrich) 
Cámara Neubauer (Marienfeld) 
Colagenasa tipo I (17100‐017; Gibco) 
Contenedor con isopropanolol (Nalgene® Cryo freezing conteiner) 
Dexametasona (D‐8893; Sigma-Aldrich) 
Dimetil sulfóxido (DMSO) (C2H6OS) (D‐2650; Sigma-Aldrich) 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (D‐6546; Sigma) 
Ensayo MTS (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation 
Assay, Promega) 
Filtros 0,22 µm, Millex‐GP50 (SLGPB5010; Millipore) 
Filtros de jeringa celulosa‐acetato, 0,2 µm (190‐2520; Nalgene) 
Frascos de cultivo 75 cm3, tapón con filtro de 0,2 µm (Nunc) 
β‐Glicerolfosfato (G‐9891; Sigma-Aldrich) 
Hidróxido de amonio (320145; Sigma-Aldrich) 
Hystopaque® (10771; Sigma-Aldrich)  
IBMX (3-isobutil-1-metilxantina) (I-7018; Sigma-Aldrich) 
Indometacina ( I-7378; Sigma-Aldrich) 
Insulina (I‐0516; Sigma-Aldrich) 
ITS+ Universal Culture Supplement Premix (354352; BD Biosciences) 
L‐Glutamina (C5H10N2O3) (G‐1517; Sigma-Aldrich) 
MEM Non Essential Amino Acids (MEM NEAA) (11140; Gibco) 
PBS (D‐1408; Sigma-Aldrich) 
Penicilina/estreptomicina (P‐0781; Sigma-Aldrich) 
Pipetas Pasteur (Normax) 
Pipetas serológicas estériles de 5, 10, 25 ml y 50 ml (VWR International) 
Placas de cultivo de 6, 24 y 96 pocillos (Nunc) 
Placas de Petri estériles de 35 y 90 mm de diámetro (Nunc) 




Puntas de micropipeta estériles con filtro 0,5‐10 µl, 5‐30 µl, 5‐200 µl y 
100‐1000 µl (BD BioScience) 
Recombinante humano TGF‐β1 (240‐B‐002; R&D Systems) 
Rojo alizarina (A-5533; Sigma-Aldrich) 
Sep-Mate-50® (15460; StemCell Tecnologies) 
Sodio piruvato (11360; Gibco) 
Solución de Hanks (H‐9394; Sigma-Aldrich) 
Solución de Tyrode (T‐2145; Sigma-Aldrich) 
Suero de conejo (R-9133; Sigma-Aldrich) 
Suero fetal bovino (F‐7524; Sigma-Aldrich) 
Tripsina‐EDTA (T‐3924; Sigma-Aldrich) 
Tubos criogénicos 1 ml (377224; Nunc) 
Tubos falcon de 15 y 50 ml (011500; Biofil) 
Tubos falcon de 5 ml de polipropileno de 12 x 75 mm (352058; BD 
Biosciences) 
Tubos microcentrífuga de 0,5 ml y 1 ml (3810X, Eppendorf) 
 
 
II.4 Productos para citometría de flujo  
 
 
7‐amino‐actinomicina D (7‐AAD) (559925; BD Pharmingen) 
Anti‐CD29 (FAB17781P; R&D) 
Anti‐CD34 (130‐081‐001; Miltenyi Biotec) 
Anti‐CD45 (130‐091‐230; Miltenyi Biotec) 
Anti‐CD90 (FAB2067A; R&D) 
Anti‐IgM de ratón (STAR86PE; AbD serotec) 
Anti‐MHC-II humano (555812; BD Pharmingen) 
Anti‐STRO‐1 humano (MAB1038; R&D) 
EDTA (E‐5134; Sigma) 
HEPES 1M (15630049; Gibco) 








II.5 Productos para microscopia electrónica 
 
 
Acetato de uranilo (73943; Fluka) 
Agar (A1296; Sigma) 
Aralditas Durcupan® ACM (44610; Fluka) 
Componente AM (44611; Fluka) 
Componente B (44612; Fluka) 
Componente C (44613; Fluka) 
Componente D (44614; Fluka) 
Glutaraldehído (16210; Electrón Microscopy Sciences) 
 
 
II.6 Productos para histología e inmunocitoquímica 
 
 
Ácido molibdatofosfórico hidrato (00532; Merck) 
Albúmina de suero bovino (BSA) (A‐7906; Sigma) 
Anti‐colágeno tipo II de conejo (234187; Calbiochem) 
Anti‐IgG de conejo (R‐2004; Sigma) 
Azida sódica (NaN3) (162712; Panreac) 
Azul alciano 8 GX (A‐5268; Sigma) 
Azul de toluidina O (89640; Fluka) 
Butanol (141082; Panreac) 
Cloruro de aluminio hexa‐hidrato (AlCl3 6H2O) (141097; Panreac) 
Cloruro de magnesio (MgCl2) (M‐8266; Sigma-Aldrich) 
Cubreobjetos (Menzel‐Glaser) 
Decalcifier II® (00460; Surgipath) 
Diaminobenzidina (DAB) (D‐5637; Sigma) 
Diborato sódico (Bórax) (Na2B407) (143052; Panreac) 
Entellan® (7961; Merck) 
Fast green FCF (F‐7252; Sigma) 
Formaldehído 37‐40% p/v (HCHO) (211328; Panreac) 
Glicina (C2H5NO2) (131340; Panreac) 
Histosec® (11609; Merck) 
Metanol (CH3OH) (141091; Panreac) 




Naftol AS‐MX fosfato (855; Sigma-Aldrich) 
Oil red O solución (O-1391; Sigma-Aldrich) 
p‐nitrofenol fosfato en tabletas de 5 mg (S‐0942; Sigma-Aldrich) 
PAP pen (Z377821; Sigma) 
Papaína (7147; Merck) 
Paraformaldehído (4005 Merck) 
Perhidrol 30% (H202) (7210; Merck) 
Peroxidasa‐anti‐peroxidasa de conejo (PAP de conejo) (Z0113; Dako) 
Portaobjetos (Menzel‐Glaser) 
Safranina O (S‐8884; Sigma) 
Sales de Fast violet B (851; Sigma-Aldrich) 
Solución de citrato concentrado (85‐4C; Sigma-Aldrich) 
Solución estándar de p‐nitrofenol (N‐7660; Sigma-Aldrich) 
Sulfato de magnesio hepta‐hidrato (MgSO4.7H2O) (05886; Merck) 
Tritón X‐100 (X‐100; Sigma) 
Xileno (C8H10) (141769; Panreac) 
 
 
II.7 Equipos empleados 
 
 
Agitador horizontal, ProMax 1020, Heidolph 
Agitador magnético múltiple, A‐013, SBS 
Agitador orbital, Heidolph 
Agitador vórtex, Reax 2000, Heidolph 
Autoclave, Presoclave 75, Selecta 
Balanza de precisión, ER 120 A, AND 
Balanza de precisión, Mettler AM 100, German Weber S.A. 
Baño termostático, Memmert 
Bomba de succión, D‐25 V, DINKO 
Cabina de flujo laminar, AV‐30/70, Telstar 
Centrífuga de rotor basculante, Rotofix 32, Hettich 
Centrífuga, MC‐15, Cobos precision, S.L 
Centrífuga, Universal 320 R, Hettich 
Citómetro de flujo MoFlo® SP1338, DakoCitomation 




Espectrofotómetro, UV‐1603, Shimadzu 
Estufa para desecación y esterilización, Conterm 2000 210, Selecta 
Estufa, Digitronic, Selecta 
Fluorímetro para placas BIO‐TEK, FL600 
Fotomicroscopio, Microphot FXA, Nikon 
Frigorofico Liebher 
Horno microondas, LG 
Incubador para cultivo de células y tejidos, BB6220, Heraeus Serie 6000 
Lámpara de luz ultravioleta, 312 nm, UVIlite, LF 206 LM, UVItec 
Lector de placas de ELISA, mod. ELx8OO, Bio‐Tek instruments  
Máquina anestesia, Datex-Ohmeda 9100c 
Microcentrífuga 110, Sigma 
Micropipetas Eppendorf, Biohit Proline  
Micropipetas multicanal, Biohit Proline 
Microscopio electrónico de transmisión Philips CM-200 
Microscópio óptico convencional, Labophot2, Nikon 
Microscopio óptico invertido, Leica DMIL, Leica microsystems 
Microscopio óptico invertido, TMS‐F, Nikon 
Microtomo, Micron HM 340, Heidelberg 
Nevera termoeléctrica portátil TC-21, Waeco 
pHmetro, micropH 2000, Crison 
Pipeta multicanal Boeco 
Pipetas monocanal automáticas Boeco 
Procesador automático de tejidos, Leica TP 1020, Leica microsystems 
Propipeta electrónica, Pipetboy acu, Integra Biosciences 
Tanque criogénico para conservación con N2 líquido, CBS. 


























AAD  Amino-actinomicina D 





BSA  Albúmina de suero bovino 




cAT-MSCs     Células de estroma mesenquimal de tejido adiposo canino 
cBM-MSCs    Células de estroma mesenquimal de médula ósea canina 
CD  Molécula de diferenciación celular 
CEBPα Proteína de unión estimulante a CCATα 
c-MYC  Gen c-Myc  




DAB   3,3'-diaminobencidina 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 




EDTA  Ácido etildiaminotetraacético 
EGF   Factor de crecimiento epidérmico  
ESCs    Células troncales embrionarias 
EPO   Eritropoyetina 
  






FABP4 Proteína transportadora de ácidos grasos 4 
FACS  Separación celular activada por fluorescencia 
FBS  Suero fetal bovino 
FGF      Factor de crecimiento fibroblástico  








HGF   Factor de crecimiento hepático  




IBMX  3-isobutil-1-metilxantina 
IDO  Indolamina-2,3-dioxigenasa 
IGF-1  Factor de crecimiento insulínico-1 
IL  Interleuquina 
iPSCs  Células madre pluripotenciales inducidas 




KCS  Queratoconjuntivitis seca 
KGF  Factor de crecimiento queratinocítico  
Klf-4  Gen Krupplel-4 
  










MEM  Modified Eagle’s Medium 
MHC-I Antígeno mayor de histocompatibilidad tipo I 
MHC-II Antígeno mayor de histocompatibilidad tipo II 
MSCs  Células multipotenciales del estroma mesenquimal 






NANOG Gen Nanog 
NGF   Factor de crecimiento neurogénico  








PB  Tampón fosfato 
PBS  Tampón fosfato salino 
PDGF   Factor de crecimiento plaquetario  
PDT  Tiempo de duplicación celular 
PGE2  Prostaglandina E2 
PPARγ2 Receptor de peroxisoma-proliferador- activado gamma 2 
  











SBF  Solución tampón sustrato 
SD  Desviación estándar 
SDF-1  Factor derivado de células estromales-1 
SOX    Región determinante del sexo Y  
SRM  Secretoma o stem cell molecules releases 
SSEA  Antígeno embrionario específico de etapa 
STT  Test de producción lagrimal de Schirmer 




TGF-β  Factor de crecimiento transformante β  
TRA  Antígeno de rechazo tumoral 
TRIS  Hidroximetil"aminometano 
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Keratoconjunctivitis sicca (KCS) or dry eye disease (DED) is an immune-mediated multifactorial disease, with high level of
prevalence in humans and dogs. Our aim in this study was to investigate the therapeutic effects of allogeneic adipose-derived
mesenchymal stromal cells (Ad-MSCs) implanted around the lacrimal glands in 12 dogs (24 eyes) with KCS, which is refractory to
current available treatments. Schirmer tear test (STT) and ocular surface integrity were assessed at 0 (before treatment), 3, 6, and
9 months after treatment. Average STT values and all clinical signs showed a statistically significant change (푃 < 0.001) during
the follow-up with reduction in all ocular parameters scored: ocular discharge, conjunctival hyperaemia, and corneal changes, and
there were no signs of regression or worsening. Implanted cells were well tolerated and were effective reducing clinical signs of KCS
with a sustained effect during the study period. None of the animals showed systemic or local complications during the study. To
our knowledge, this is the first time in literature that implantation of allogeneic Ad-MSCs around lacrimal glands has been found as
an effective therapeutic alternative to treat dogs with KCS.These results could reinforce a good effective solution to be extrapolated
to future studies in human.
1. Introduction
Keratoconjunctivitis sicca (KCS) or dry eye disease (DED) is
one of the most commonly encountered problems in oph-
thalmology in humans and dogs. The current prevalence of
dry eye in the world is estimated around 5% to 35% [1–3] and
between 4 and 20% in canine specie [4] with important health
and economic implications. KCS is a multifactorial disease
with dysfunction in a component of the lacrimal functional
unit, leading to changes in the volume, composition, or
clearance of the tear film, which results in symptoms of disco-
mfort, visual disturbances, and tear film instability with pote-
ntial damage to the ocular surface. Although their mecha-
nisms are not yet completely understood, there is enough
evidence suggesting a cytokine and receptor-mediated infla-
mmatory process affecting both the lacrimal gland and
the ocular surface, with progressive immune-mediated dest-
ruction of lacrimal tissue in humans and dogs [5, 6].
The current treatment protocols in KCS are difficult, last
lifetime with variability in efficacy and safety [7, 8].
Adipose-derived mesenchymal stromal cells (Ad-MSCs)
are multipotent stem cells with capacity to differentiate into
osteogenic, adipogenic, chondrogenic, myogenic, and many
other cell lineages with important secretory faculties of
different bioactive molecules with trophic, paracrine, and
immunomodulatory functions [9–13]. Mesenchymal stem
cells (MSCs) express low levels of major histocompatibility
complex class I (MHC-I) but lack expression of MHC-
II surface molecules and thereby cannot serve as effective
antigen-presenting cells to promote immune responses on
various activated lymphoid cells, including T cells, B cells,
natural killer cells, and dendritic cells [12, 14]. Their low
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immunogenicity and their immunoregulatory potential allow
their allogeneic use, which makes them an alternative to be a
promising new treatment for severe refractory autoimmune
diseases [9, 15]. They have been extensively studied as a
cellular therapy for different pathologic conditions, with the
dog as an animal model [16].
The dog is considered to be a superior animal model of
KCS, because dogs develop the disease naturally [4] and they
have great similarities with humans [17].The most common
cause of dry eye is an immune-mediated inflammatory
response targeted against tears producing glands.
The aim of our study was to evaluate the safety and
the therapeutic effects of local implantation of allogeneic
Ad-MSCs around the lacrimal glands in dogs consider-
ing different ocular clinical parameters during a 9-month
follow-up where current standard treatments of KCS were
ineffective.
2. Materials and Methods
All animal procedures and protocols were conducted by
licensed veterinary surgeons and comply with both natio-
nal and European legislation (Spanish Royal Decree
RD1201/2005 and EU Directive 86/609/CEE as modified by
2003/65/CE, resp.) for the protection of animals used for
research experimentation and other scientific purposes.
2.1. Animals. Twelve dogs client-owned of different breeds,
4 females and 8 males, aged between 4 and 12 years and
weighing from 9 to 40 kg were selected. All individuals
were affected by bilateral KCS at least for 6 months. They
were refractory to conventional treatments (corticosteroids,
tacrolimus, cyclosporine, and artificial tears), with a Schirmer
tear test (STT) <10mm/min in each eye, and without any
viable therapeutic alternatives. Dogs did not receive any kind
of anti-inflammatory or immunomodulatorymedications for
at least two weeks before treatment; they were kept with
artificial tears only.
Untreated or placebo animals were not included in the
present study, since only dogs with naturally occurring KCS
and ineffective treatment response were selected.
All dog owners signed a written consent before initiation
of this experimental procedure and were fully informed that
long-term outcome, safety, complications, and efficacy of the
cell implantation in KCS were not known.
2.2. Clinical Evaluation. All animals underwent a periodical
full veterinarian clinical and ophthalmic examination. To
assess the clinical course we measured the tears production
and evaluated ocular surface health of each eye. Tears pro-
duction was measured using the STT at one minute [18].The
ocular surface health was assessed with the clinical measure-
ments of ocular discharge (OD), conjunctival hyperaemia
(Hyp), and corneal changes (CC) (edema, vascularization,
pigmentation, and corneal ulcer), graded as absent (0), mild
(1), moderate (2), or severe (3). All these parameters were
collected and measured before treatment (baseline) and 3, 6,
and 9months after cell implantation.
2.3. Isolation and Culture of Ad-MSCs. Adipose tissue was
aseptically collected from gluteal subcutaneous fat in the hip
under general anesthesiawith isoflurane (Isovet, B BraunVet-
care) of three healthy male dogs, 2 years old, and weighing 18
+/− 1,5 kg, through a small surgical incision and maintained
at 4∘C in a tube with culture medium.
Under a laminar flow hood, after weighing the harvested
adipose tissue, 5 grams of fat was minced and mixed with
20mL of Hanks solution (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain)
containing 0,1% collagenase type II (Sigma-Aldrich) by incu-
bating at 37∘C for 90 minutes in orbital agitation. After
digestion, the cell suspension was filtered through a 100휇m
cell strainer.The cell suspension was centrifuged at 400 g for
5minutes to discard the lipid layer and the obtained cell pellet
was washed with culture medium. Primary cultures were
carried out in T175 flasks with Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) containing 10% (v/v) fetal bovine serum
(FBS), 2.5mM L-glutamine, 100U/mL penicillin, 100 휇g/mL
streptomycin, and 1.25 휇g/mL fungizone (all from Sigma-
Aldrich).The culture medium was changed 2 times per week
and the cells were selected by their capacity to attach to
the flask surface, discarding the floating cells in the first
medium change at 72 hours. When culture flasks became
80% confluence, cells were detached with 0.25% trypsin
containing 1mmol/L EDTA and subsequently replated at
a concentration of 104 cells/cm2 for continued passaging.
The remaining cells were cryopreserved in cryopreservation
media (10% dimethyl sulfoxide and 90% FBS), frozen at−80∘C in an isopropanol jacketed closed container (Nalgene
Cryo freezing container), and stored in liquid nitrogen until
the next day. All experiments and in vivo implantation were
conducted at passage 2.
2.4. Cell Yield, Population-Doubling Time, and Cell Prolifer-
ation. Cell yield was determined from the number of cells
obtained in primary culture at semiconfluence (p0) relative
to one fat gram of the processed sample.
Population-doubling time (PDT) was determined in
continual subculture and growth of Ad-MSCs harvested at
semiconfluence at passages 1 and 2 and was calculated using
the formula 푥 = ln(푁/푁표)/ ln(2), where 푁 is the final cell
number and푁표 is the initial cell number at the beginning of
the logarithmic increase.
Cell proliferation was measured using MTS (CellTiter 96
Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega)
assay according tomanufacturer protocol. Briefly, in a 96-well
plate, 3000 Ad-MSCs per well were seeded using 8 wells as
replicates of each sample.The cells were allowed to proliferate
performing the change of medium twice a week and making
readings on days 1, 4, 7, 11, 14, 18, and 21. Supernatants were
collected and absorbance was measured at 490 nm using a
microplate reader (ELx800, Bio-Tek instruments).
2.5. Flow Cytometry Analysis. Fluorescence-activated cell
sorting (FACS) was used to characterize canine Ad-MSCs
from passage 2. Cultured cells were trypsinized, spun down
in a centrifuge, and washed twice in FACS buffer con-
sisting of 10mM hepes (Gibco/Invitrogen), 100U/mL peni-
cillin, 100 휇g/mL streptomycin, and 2mg/mL bovine serum
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albumin (BSA) (Sigma-Aldrich) in Leibovitz’s L-15 medium
(Gibco/Invitrogen). After the washing step, cells aliquots
(1 × 106 cells) were incubated in FACS buffer contain-
ing fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies against
CD29, CD90 and STRO-1 (R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA), CD34 and CD45 (MiltenyiBiotech SL), and MHC-
II (BD Pharmingen, Becton Dickinson), or an appropriate
isotype control antibody (Sigma-Aldrich). After 30 minutes
in the dark on ice, cells were washed again in FACS buffer
before analysis. Five hundred thousand events per sample
were analyzed on aMoFlo SP1338 (DakoCytomation, Den-
mark) using Summit software. Cells were gated on forward
and side scatter to exclude debris and cell aggregates, and
dead cells were excluded by 7-aminoactinomycin D (7-AAD,
BD Pharmingen) staining.
2.6. In Vitro Multilineage Cell Differentiation. To assess the
multipotentiality, Ad-MSCs at passage 2 were differentiated
along adipogenic, osteogenic, and chondrogenic lineages
according to standard protocols, as follows.
For adipogenic differentiation, six-well culture plates
were seeded at a density of 2 × 104 cells/cm2 and cultured
in DMEM 10% FBS to confluence. Then, medium was com-
pletely replaced with adipogenic induction medium consist-
ing of DMEM 10% FBS supplemented with 15% (v/v) rabbit
serum (Gibco), 10−7 M dexamethasone, 0.5mM 3-isobutyl-
1-methylxanthine (IBMX), 10mg/mL bovine insulin, and
0.2mM indomethacin (all from Sigma-Aldrich). Equal cell
number was cultured in DMEM 10% FBS for negative
control. Media were changed every 3-4 days. Adipogenic
differentiation was evaluated by Oil red O staining on day 21
after induction. Briefly, the culture medium was discarded,
and cells were washed three times with PBS and fixedwith 4%
paraformaldehyde for 15minutes at room temperature.Then
each well was washed with distilled water and incubated with
Oil Red O solution (1mg/mL in 60% isopropanol). After 15
minutes at room temperature, cells were rinsed with distilled
water and lipid vacuoles appeared red.
For osteogenic differentiation, cells were seeded in six-
well plates at a density of 3 × 103 cells/cm2 and cultured in
DMEM 10% FBS until reaching 80% confluence. The com-
plete medium was then replaced with osteogenic differenti-
ation medium consisting of DMEM 10% FBS supplemented
with 10−8 M dexamethasone, 50 휇M ascorbate-2-phosphate,
and 10mM 훽-glycerophosphate (all from Sigma-Aldrich). As
a negative control an equal number of wells were cultured in
DMEM 10%FBS.Media were changed twice a week. Alkaline
phosphatase (ALP) activity and Alizarin Red S staining for
detecting calcium deposition were assessed on day 21 after
induction.
ALP was assessed using staining kit (Sigma-Aldrich).
Briefly, cells were rinsed twice with 1mL of Tyrode’s balanced
salt solution (TBSS, Sigma-Aldrich) and then fixed in citrate
buffered acetone for 30 seconds at room temperature. The
fixed cells were rinsedwith distilled water and then incubated
in dark conditions for 45 minutes with 1mL of the alkaline-
dye mixture (12mg Fast Violet B salt and 2mL Naphthol AS-
MX phosphate alkaline solution in 48mL of distilled water).
After incubation, the cells were washed with distilled water
and observed under inverted phase-contrast microscopy. In
this assay, a red color at the plasma membrane indicates the
expression of ALP.
Alizarin Red S staining was performed for detecting
calcium deposition. In brief, cells were rinsed twice with 1mL
of TBSS and fixed in 70%ethanol for 1 hour at 4∘C.After three
washes with distilled water, cells were stained with 1mL of 2%
Alizarin Red S (pH 4.2, Sigma-Aldrich) for 10minutes in dark
conditions. All stained cells were observed under inverted
phase-contrast microscopy after washing twice with TBSS.
For chondrogenic differentiation, a 3D pellet culture
model was used. Briefly, pellets were formed in 15mL
polypropylene conical tubes by centrifugation to 400 g 5min
of 2.5 × 105 cells suspended in 0.5mL of serum-free
medium consisting of DMEM high glucose (4.5 g/L) sup-
plemented with 10−7 M dexamethasone, 0.12mM ascorbate-
2-phosphate (all from Sigma-Aldrich), 1% ITS+ Premix
Tissue Culture Supplement, 1mM sodium pyruvate (both
from Gibco/Invitrogen), and 10 ng/mL recombinant human
transforming growth factor-beta 1 (rhTGF-훽1, R&DSystems).
Pellet culture without growth factor supplementation served
as the negative control for this study. Full media changes
were performed every other day. On day 21 pellets were
fixed in 10% of neutral buffered formalin, dehydrated in
alcohol, embedded in paraffin, and sectioned at 10 휇m thick.
Subsequently, the sections were stained with toluidine blue
(TB) that exhibits metachromatic reaction with cartilage
matrix.
2.7. Cell Transplantation. The procedure was performed
under ultrashort intravenous anesthesia with propofol 6mg/
kg (Propofol Lipuro 1%, B Braun Vetcare).
Twenty-four eyes of 12 selected animals with KCS were
implanted aseptically with one injection of 5 × 106 Ad-MSCs
in 0.4mL DMEM, using a 20G needle around main lacrimal
gland, and one injection of 3× 106 cells surrounding the gland
of the third eyelid, with preliminary vitality test with trypan
blue staining. Dogs continue with artificial tears as it was
previously to implantation.
2.8. Statistics. All data are represented as the mean val-
ues ± standard deviations for every ocular parameter col-
lected from the evaluated 24 eyes, which are considered
as independent samples. Since the data was not normally
distributed, statistical analyses were performed using the
Kruskal-Wallis test and the all pairwise multiple comparisons
between groups were performed with a Tukey test. For cell
proliferation data, comparisons were done using Student’s t-
test (푃 < 0.05). A 푃 value less than 0.05was considered signi-
ficant. All analyses were carried out using SigmaPlot 13.0.
3. Results
3.1. Isolation and Culture of Ad-MSCs. The subcutaneal fat
pads from each dogwere processed and the isolation ofMSCs
was successful in all donor samples. Canine Ad-MSCs were
isolated using their ability to adhere to tissue culture plastic.
In primary cultures, a large number of colony-forming units
4 BioMed Research International
































Figure 1: Cell morphology and proliferative curve of canine Ad-
MSCs cultures. (a) In primary cultures, a large number of adherent
cells with fibroblastic morphology were observed from the first day
of culture, forming frequent CFUs. On secondary culture, canine
Ad-MSCs appeared as spindle-shaped cells that were grown in a
monolayer. Bars 200 휇m. (b) Representative curve obtained with
MTS cell proliferation assay at p2 showing from 24 hours an
important proliferative capacity, initiating the logarithmic growth
phase, and reaching its plateau phase around 14 days.
(CFUs) consisted of cells with fibroblastic morphology were
observed 2 days after initial seeding and 80% of confluence
was reached at day 6 (Figure 1(a)). On secondary cultures,
canine Ad-MSCs appeared as spindle-shaped cells that were
grown in a monolayer and maintained their proliferation
capacity without indication of senescence.
3.2. Cell Yield, Population-Doubling Time, and Cell Prolifera-
tion . The number of Ad-MSCs obtained per gram of adipose
tissue sample of each animal donor at passage p0was of 15.6×
106, 17.1 × 106, and 14.9 × 106 cells/g, mean value 15.87 × 106±
1.12 cells/g.
The population-doubling time at passage p1was 2.35, 2.4,
and 2.54 days, mean value 2.43 ± 0.098 days, and 2.54, 2.75,
and 2.9 days, mean value 2.757 ± 0.07 days at passage p2
for each donor. All samples were considered similar because
there were no statistically significant differences between
these groups (푃 < 0.05).
The curve obtained with MTS cell proliferation assay
showed at 24 hours an important proliferative capacity,
initiating the logarithmic growth phase and reaching its
plateau phase around 14 days (Figure 1(b)).
3.3. Flow Cytometry Analysis. Once the secondary cultures at
passage 2 reached 70% of confluence, cells were subjected to
FACS analysis for mesenchymal and hematopoietic markers.
The profiles of canine Ad-MSCs revealed a homogeneous cell
population, where positive cells for mesenchymal markers
(CD29, CD90, and STRO-1) were found (Figure 2). Addi-
tionally, these cells were negative for the expression of
hematopoietic markers CD34, CD45, and MHC-II.
3.4. In Vitro Multilineage Cell Differentiation. Adipogenic
differentiation was confirmed by Oil Red O staining. After
culturing cells with adipogenic-inducing media for 21 days,
red-stained lipid droplets were present in the cytoplasm
(Figure 3(d)).
Under osteogenic conditions for 21 days, cells formed
white nodule-like aggregations, which were strongly stained
for ALP activity and Alizarin Red S (Figures 3(b) and 3(c),
resp.). Latter indicated that they were mineralized during the
differentiation period. Nonsupplemented cells showed the
spindle-shaped morphology and remained negative for ALP
and Alizarin Red S staining (Figure 3(a)).
For chondrogenic differentiation, a 3D pellet culture
model was used. Histological study showed that canine Ad-
MSCs were able to differentiate into chondrocytes. After 21
days of culture, pellets incubated with rhTGF-훽1 exhibited
metachromasia when stained with TB, indicating a cartilagi-
nous matrix (Figure 3(f)).
3.5. Cell Transplantation. Twenty-four eyes of 12 dogs with
KCS were implanted with allogeneic canine Ad-MSCs.There
were eight males and four females. The average age of dogs
treated was 8,1 ± 2.5 years. There were no local or syste-
mic complications during all follow-up periods. Individual
parameters of each eye are detailed in Table 1, showing STT
and clinical signs scored at pretreatment (baseline) and at 3,
6, and 9months after implantation.
The clinical observation of the process showed a sig-
nificant improvement during the first three months after
transplantation. This recovery remains stable until the last
follow-up and did not show signs of regression or worsening
(Figure 4).
For STT, the baseline mean value was 4.96 ± 2.97
(Figure 5(a)). This value increased significantly (푃 < 0.01)
to 11.16 ± 4.57mm/min at 3rd month and it kept rising to12.25 ± 5.62mm/min at 6th month and to 12.66 ± 5.69 at 9th
month. These last two values are significantly different from
the baseline (푃 < 0.001). In spite of this rise between 3rd and
9th month, there were no statistical differences among these
samples.
The scores obtained from the follow-up of the ocular dis-
charge, hyperaemia and corneal changes, showed a sustained
decrease over all the time period (Figures 5(b)–5(d)). These
reductions were statistically significant between baseline and
6th and 9th month after treatment for all parameters (푃 <0.001). Differences at 3rd month were significant for ocular
discharge (푃 < 0.01), hyperaemia (푃 < 0.05) but there were
no differences for corneal changes at 3rd month.
4. Discussion
This is the first clinical case report in a major animal model
with KCS refractory to current conventional treatment that
evaluates clinical results after implantation of allogeneic

























































Figure 2: Representative immunophenotype profiles of canineAd-MSCs for severalmesenchymal and hematopoieticmarkers. FACS analysis
revealed a homogeneous cell population, characterized by the positive expression of CD29, CD90 and STRO-1, and lack expression of CD34,
CD45 and major histocompatibility class II (MHC-II).
(a) (b) (c)
(d) (e) (f)
Figure 3: Assessment of trilineage differentiation. (a) Control. Cellsmaintained in controlmedium for 21 days. (b-c) Assessment of osteogenic
differentiation. (b) Histochemical localization of ALP. Osteoinduced cells formed numerous nodules highly positive for ALP staining.
(c) Positive Alizarin Red S staining by day 21 whereas red calcium nodules clearly appeared on the osteoinduced cultures. (d) Assessment
of adipogenic differentiation. Positive Oil Red O staining by day 21 confirmed the presence of lipid droplets only in adipogenic-induced
cells. (e-f) Assessment of chondrogenic differentiation. Histological sections of pellets after 21 days in the presence or absence of rhTGF-훽1.
(e) Control pellets incubated without rhTGF-훽1. (f) Pellets incubated with rhTGF-훽1 clearly displayed improved chondrogenesis with positive
toluidine blue staining. Bars 200휇m in (a–d) and 100휇m in (e-f).
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(a) (b)
Figure 4: Photographs of the right eye of dog number 7with chronic KCS and STT 0mm/min during 2 years, severe ocular discharge, severe
hyperaemia, andmoderate cornea changes (edema, cornea opacity, and vascularization). (a) Eye at baseline (0). (b) Same eye at 9months after
cell implantation. STT 19mm/min, without secretion, mild hyperaemia, and improvement on cornea changes and showing a good lacrimal
meniscus.
Ad-MSCs around lacrimal glands with a 9-month follow-
up. KCS in dogs is an autoimmune disease that results in
destruction of the lacrimal gland similar to those described
in humans [5, 6].
The importance of this study is that the DED of the dog is
a natural animal model of KCS.The dogs develop this disease
naturally, and their clinical profiles are considerably more
severe than in humans [4]. For this reason dogs with KCS are
very valuable compared to other animalmodels [19], in terms
of developing cell-based regenerative strategies.
The immunopathogenesis of DED is not fully under-
stood; however, it is recognized that inflammation has a
prominent role in the development of the symptoms and
signs of dry eye. The hallmarks of lacrimal gland inflamma-
tion are the presence of immune cell infiltrates, loss of acinar
epithelial cells (secreting cells), and increasing production of
proinflammatory cytokines with inadequate tears secretion
[20]. Secondly, factors that affect the homeostatic balance
of the ocular surface system induces tears hyperosmolarity,
activating intracellular signaling pathways that initiate the
production of proinflammatory cytokines [5], elevated levels
in the tears of patients with DED [21]. Those cytokines will
activate migration of lymphocyte cells into the ocular surface
with more secretion of inflammatory cytokines, chemokines,
metalloproteinases, and proangiogenic molecules that will
facilitate the infiltration of pathogenic immune cells that
give rise to the clinical picture [5]. Studies in animal models
have shown that proinflammatory cytokines also inhibit neu-
rotransmitter release leading to insufficient lacrimal gland
secretion [20].
The current treatment for dry eye, typically consisting of
anti-inflammatory agent and/or immunosuppressant, has to
be used for lifetime and is ineffective in some patients [6, 22,
23]. Besides, these agents are associated with deleterious and
undesirable side effects that limit the long-term use of these
drugs [5, 24].
In our study, we used adipose tissue because it is an easily
affordable and plentiful source for obtaining MSCs with a
high proliferation capacity. Canine Ad-MSCs aremultipotent
stem cells with capacity to differentiate, with important
secretory faculty of different bioactive molecules with
trophic, paracrine, anti-inflammatory, and immunomodula-
tory functions [10–12]. Ad-MSCshave been isolated and char-
acterized from human and several animal species including
dogs [25–27] and are currently being used as therapeutics for
a number of clinical applications including ophthalmological
disorders [28, 29].
As KCS is primarily a disease that mainly affects older
patients with concomitant diseases [2], we decided to use
allogeneic cells. Aging and different diseases are known to
have a negative impact on the regenerative capacity of Ad-
MSCs including changes in differentiation potential, pro-
liferation ability, gene expression, angiogenic capacity, and
immunomodulation [30–33]. The effective use of allogeneic
MSCs in patients is possible due to their low immunogenicity,
allowing a rapid initiation of therapy without the need
for harvesting MSCs from each patient, screening the best
donors, preventing transmission of infectious diseases, and
evaluating in vitro theirMSC profile and immunosuppressive
features [12, 34].
Canine Ad-MSCs obtained from our donors have shown
consistency in their isolation, expansion, high ratio prolifer-
ation, plastic adherent, and behavior in vitro, exhibiting its
ability of adipogenic, osteogenic, and chondrogenic differen-
tiation similar to those described for this specie [16, 25].
Our FACS data are consistent with other studies [16, 27,
35], although immunophenotyping the canine cells involves
difficulty because of the limited availability of antibodies
which cross-react with the dog [12]. The expression profile
corresponding with those is widely described in the literature
forMSCs [11, 12, 36], as shown by our results: positive expres-
sion of CD29, CD90 and STRO-1, and lack of expression of
hematopoietic markers CD34, CD45, or MHC-II.
As far as we know, STRO-1 expression has been tested
in MSCs from canine bone marrow tissue [37], but never
in canine Ad-MSCs cultures, and this is the first study that
describes it. STRO-1-positive population has been shown
to be capable of differentiating into multiple mesenchymal
lineages, including hematopoiesis-supportive stromal cells
with a vascular smooth muscle-like phenotype, adipocytes,



















































































Figure 5: Mean values ± standard deviations of the ocular parameters scored during the 9-month follow-up after treatment. For Schirmer
test, tears production was measured at different time points (a). For (b), (c), and (d) mean scores are represented. Stars indicate statistically
significant differences in comparison with baseline. 푃 < 0.01 (∗∗), and 푃 < 0.001 (∗ ∗ ∗).There were no differences among the other groups
in any case.
osteoblasts, and chondrocytes [38]. Lack of MHC-II has
allowed us to confirm the low immunogenicity [12, 16].
All animals were transplanted in culture passage 2,
allowing us to obtain the necessary amount of Ad-MSCs
and avoid unnecessary additional subculturing, related with
multipotential and proliferation rate decays, senescence, cell
size increases, and chromosomal instabilities [39, 40].
Even with the great variability of the group of patients
(gender, age, and weight) this study shows a substantial clin-
ical improvement as well as statistically significant changes
in mean scores for all parameters measured. This recovery
remained stable until the last follow-up and showed no signs
of regression or worsening. None of the animals showed
systemic or local complications during the study, as it has
been documented for long-term studies in domestic species
which shown no adverse effects with the administration of
MSCs in a large number of animals [12].
Our results are quite encouraging considering that we
have treated animals with serious KCS refractory to current
conventional treatmentswhere therewas no viable alternative
to solve their pathology. If individual animals are revised,
nine of twelve cases (9/12) have achieved a STT and ocular
parameters very similar to normal values (normal STT mean
values are 20.2 +/− 3.0) [18] during the follow-up.
We believe that the possible mechanism of the Ad-
MSCs in KCS is based on their immunomodulatory and
anti-inflammatory capacity, stimulated by proinflammatory
cytokines released in the process (TNF, IFN, and IL-6) [5, 21]
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Table 1: Demographics, STT values, and scores of ocular health.






0 8/7 2/2 1/1 1/2
3 14/12 1/1 1/1 1/1
6 14/11 0/0 0/1 0/1
9 15/12 0/0 0/0 0/0
2 M 8
0 0/4 2/2 2/2 2/2
3 2/4 1/1 2/1 1/1
6 1/4 1/1 2/1 1/1
9 2/4 1/1 2/1 1/1
3 F 11
0 8/6 1/1 1/1 0/2
3 13/9 0/1 0/1 0/1
6 15/10 0/0 0/1 0/0
9 15/10 0/0 0/0 0/1
4 M 4
0 9/6 1/2 2/2 1/2
3 18/12 0/0 0/1 0/1
6 16/14 0/0 0/1 0/1
9 16/13 0/0 0/1 0/1
5 M 6
0 3/0 2/3 2/3 1/1
3 14/12 1/1 1/1 0/1
6 16/16 0/0 0/0 0/0
9 18/16 0/0 0/0 0/0
6 F 6
0 7/6 2/1 2/2 0/1
3 14/14 1/1 1/1 0/1
6 18/17 0/1 0/1 0/0
9 18/17 0/1 0/0 0/0
7 M 9
0 0/7 3/1 3/2 2/1
3 12/16 1/0 2/0 2/0
6 16/19 0/0 1/0 2/0
9 19/20 0/0 1/0 2/0
8 M 6
0 5/4 1/1 1/1 3/3
3 14/10 0/1 0/0 1/2
6 16/11 0/1 0/0 1/2
9 16/11 0/1 0/0 1/2
9 M 10
0 0/3 3/1 2/1 2/1
3 3/7 2/0 2/1 2/0
6 2/6 2/0 2/1 2/0
9 3/7 2/0 2/0 2/0
10 M 8
0 7/9 1/1 1/1 3/3
3 14/16 0/0 1/0 2/1
6 17/17 0/0 0/0 1/0
9 17/17 0/0 0/0 1/0
11 F 6
0 6/7 1/1 1/1 2/1
3 14/14 1/0 1/0 1/0
6 14/16 0/0 0/0 0/0
9 14/16 0/0 0/0 0/0
12 F 11
0 3/4 2/2 1/0 1/2
3 4/5 1/2 1/0 1/1
6 3/4 1/2 1/0 1/1
9 4/4 1/2 1/0 1/1
M: male; F: female; STT: Schirmer tear test in mm/min. Ocular discharge,
hyperaemia, and corneal changes were graded as absent (0), mild (1),
moderate (2), or severe (3). The right and left eye data were collected at
baseline (0) and 3, 6, and 9months after cell implantation.
and through secretion of immunomodulatory soluble factors
as TGF-훽, HGF, PGE2, and IDO [11]. This effect is enough
to break the vicious cycle of production of proinflammatory
cytokines and lacrimal lymphocyte proliferation, reactivating
tears production to initiate the repair of the ocular surface,
perhaps promoting regeneration of the acinar epithelial cells
of the lacrimal gland. This immunomodulatory capacity has
been shown in other glandular immune-mediated disorders
[41].
Furthermore, the prolonged clinical effect in our study
could be explained by the persistency of the main cell
population around the periorbital tissues and lacrimal gland
area for more than 4 weeks like has been demonstrated [34].
So that is why we suggest to perform a second implantation
between 1 and 3months in cases inwhich there are no enough
clinical improvements in the first 3months (dogs 2, 3, and 12),
since the therapeutic effects may not be sufficient after the
first implantation. In vivo results indicate that MSCs could
be administrated multiple times without eliciting a cellular
immune response [12, 34].
From our results, we demonstrated that Ad-MSCs
lacrimal gland implantation is a simple, safe, and effective
treatment for KCS refractory to current treatments, with a
clinical significant improvement, that allow removing much
of the medication that must be applied for lifetime to these
patients with KCS, improving the economic cost and quality
of life. However, the present study has its limitations. Control
group was not included, and the number of eyes treated was
small. We recognize the need of future studies to include
advanced technologies to measure tears composition [42].
In conclusion, our results indicate that allogeneic Ad-
MSCs implantation around the lacrimal glands is a safe,
effective, and relatively simple therapy of KCS in dogs, with a
significant improvement of tears production and in all ocular
clinical signs associated with the disease.
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